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INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DO COMPOSTO SINTETICO
LQB-223 EM LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Lauana Greicy Tonon Lemos
RESUMO

Tumores de mama sao heterogéneos e possuem diferentes evolugbes clinicas. O
tratamento do cancer de mama envolve diversas modalidades terapéuticas, sendo a
quimioterapia composta pela doxorrubicina (DOX) e o docetaxel (DTX). Um grande
obstaculo para o sucesso terapéutico é a resisténcia a multiplas drogas. Adicionalmente,
este tratamento pode causar toxicidade para as pacientes. Por esse motivo, a identificacédo
de novos compostos que sejam capazes de sobrepujar os mecanismos de resisténcia e que
gerem menor toxicidade associada ao tratamento do cancer de mama é de extrema
relevancia. Dessa forma, o composto 1la-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223, foi
sintetizado e vem sendo testado pelo nosso grupo em modelos in vitro quanto a sua
atividade antineoplasica. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos antitumorais do
LQB-223 em células de cancer de mama de diferentes subtipos. Para tal, as linhagens MCF-
7 (neoplasica, ndo invasiva e subtipo luminal), MDA-MB-231 (neoplasica, invasiva e subtipo
triplo-negativo) e HB4a (luminal, ndo neoplasica) foram utilizadas como modelo. A avaliacdo
da viabilidade celular foi realizada pelos ensaios de MTT e clonogénico. Para deteccdo de
apoptose, foi feita a marcagdo de Anexina V/PI por citometria de fluxo. A migracdo e
motilidade celular foram avaliadas pelos ensaios de wound-healing e fagocitose de ouro
coloidal, respectivamente. A expressdo das proteinas foi mensurada por Western blotting.
Para andlise da toxicidade nas culturas 3D, o volume e a migracdo em gelatina foram
aferidos e a viabilidade verificada pelo ensaio da fosfatase &cida. Nossos resultados
mostram que o tratamento com LQB-223 inibiu a viabilidade e a formacéo de colonias nas
células MCF-7 e MDA-MB-231, bem como resultou em aumento do numero de células
marcadas com anexina V/Pl e diminuicdo de procaspases, sugerindo morte celular por
apoptose. Além disso, um acumulo de células na fase G2/M, mediante o tratamento com o
LQB-223 foi observado, independentemente da modulacdo da expressdo de p53 e p21. A
sensibilidade das células MCF-7 e MDA-MB-231 ao LQB-223 foi associada a modulag&o na
expressdo do fator de transcricdo oncogénico FOXM1 e das proteinas antiapoptoéticas
Survivina, XIAP, c-IAP1 e Mcl-1. De forma importante, o LQB-223 néo reduziu a viabilidade
de células ndo neoplasicas de mama, sugerindo um efeito preferencial deste composto para
células tumorais. Diferentemente da exposi¢cdo a DOX, o tratamento com LQB-223 resultou
na reducdo da taxa migratéria e motilidade celular de MCF-7 e MDA-MB-231. Em
conformacgéo 3D, o LQB-223 induziu a diminui¢do da viabilidade, volume e migracao celular.
Em conjunto, estes resultados revelam que o composto sintético LQB-223 promove efeitos
citotoxicos em células neoplasicas de cancer de mama de diferentes subtipos tumorais em
cultura 2D e 3D, além de modificar o seu perfil migratério. Ademais, o LQB-223 induz baixa
toxicidade em células ndo neoplasicas de mama, apontando-o como um promissor
composto de efeito preferencial para células tumorais de mama. Nossos dados in vitro
encorajam a continuidade do estudo pré-clinico do LQB-223 para cancer de mama, no que
tange a avaliacdo de seus efeitos antitumorais em modelos in vivo.

Palavras-chave: Neoplasias da Mama. Resisténcia a Medicamentos Antineoplasicos.
Toxicidade. Composto LQB-223.
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INVESTIGATION OF THE ANTITUMOR ACTIVITY OF LQB-223 SYNTHETIC
COMPOUND IN BREAST CANCER CELLS LINES.

Lauana Greicy Tonon Lemos
ABSTRACT

Breast tumors are heterogeneous and present different clinical outcomes. Breast cancer
treatment involves different strategies, among which chemotherapeutic protocols are based
on the combination of doxorubicin (DOX) and docetaxel (DTX). A major obstacle for
successful treatment of breast cancer is multidrug resistance. Also, breast cancer patients
receiving chemotherapy present many side effects, mainly cardiac and haematological
toxicity. Therefore, the prompt development of novel anticancer compounds that might be
able to surpass drug resistance mechanisms in breast cancer is crucial. Thus, the compound
1l1a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan, LQB-223, was synthesized and has been tested in vitro in
our group. The aim of this project was to investigate the antitumor effects of LQB-223
synthetic compound in human breast cancer cells. For this purpose, we used MCF-7 (non-
invasive,neoplastic, luminal-type), MDA-MB-231 (invasive, neoplastic, triple-negative) and
HB4a (originated from luminal breast cells, non-neoplastic) breast-derived cell lines. The cell
viability was assessed by MTT and clonogenic assay. Annexin V/PI staining and cell cycle
distribution was detected by flow cytometry. Cell migration and motility were assessed by
wound-healing and phagokinetic track motility assay, respectively. Protein expression was
analyzed by Western Blotting assay. LQB-223-mediated toxic effects in 3D conformation
were evaluated by photographing and measuring spheroid size, as well as performing the
acid phosphatase (APH) and gelatin migration assays. Our data show that LQB-223
compound inhibited cell viability and clonogenicity, promoted caspase-mediated apoptosis
and procaspases decreased levels. Moreover, the LQB-223 treatment induced G2/M arrest
in MCF-7 and MDA-MB-231, irrespective of p53 and p21 status. The LQB-223-mediated
cytotoxic effects involved the modulation in the expression of FOXM1 oncogenic transcription
factor and Survivin, XIAP, c-IAP1 and Mcl-1 anti-apoptotic proteins. Importantly, LQB-223
treatment was not cytotoxic to breast non-neoplastic cells, showing that the compound was
preferential for tumor cell lines. Also, we found a reduction in migratory profile and cell
motility of MCF-7 and MDA-MB-231 following treatment with LQB-223, but not DOX. In 3D
conformation, LQB-223 treatment decreased cell viability, as well as reduced tumor size and
cell migration. These results suggest the LQB-223 promotes cytotoxic effects and modulates
the migratory profile in 2D and 3D models of breast cancer exhibiting different molecular
phenotypes. Also, LQB-223 treatment presents little cytotoxicity towards non-neoplastic cells,
suggesting it is a promising selective compound against breast cancer cells. Our data
encourage the preclinical evaluation of LQB-223 antitumoral effects for breast cancer in the
in vivo setting.

Keywords: Breast Cancer. Antineoplastic Resistance. Toxicity. LQB-223 compound.
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1. Introducéao

1.1 Cancer de mama

1.1.1 Caracterizacédo e epidemiologia do cancer de mama

O cancer de mama é a neoplasia que mais acomete as mulheres no
Brasil e no mundo. Segundo levantamento feito pelo INCA, cerca de 59.700
novos casos sdo estimados para o biénio 2018-2019, representando 29,5 %
dos casos de cancer diagnosticados entre as mulheres (INCA, 2018) (Figura
1.1). Diferentes fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento e
prognéstico do cancer de mama, incluindo a idade, obesidade, exposicdo a
radiacdo, consumo de alcool e um estilo de vida sedentario. Fatores genéticos
também contribuem para o surgimento do céncer de mama familial ou
esporadico (Bettaieb et al., 2017).

Mulheres Mama Feminina 59.700 20 5%
Colon e Reto 18.960 94%
Cola da Utero 16.370 B1%
Tragueia, Bronguio e Pulmao  12.530 6,2%
Glandula Tireoide 8.040 40%
Estbmago 7.730 3,8%
Corpo do Utero 6.600 3,3%
Oyano 6.150 3,0%
sisterna Mervoso Central 2.510 2.0k
Leucemias 4 860 24%

Figura 1.1: Estatistica de incidéncia do cancer de mama no Brasil.
Ministério da Saude/INCA, 2018.

Assim como existe uma ampla gama de fatores de risco, os tumores de
mama apresentam-se fenotipicamente heterogéneos e possuem diferentes
evolucdes clinicas (Perou et al., 2000; Curtis et al., 2012). Mdltiplas e distintas
moléculas contribuem para a diversidade histolégica, comportamental e grau
patolégico desses tumores (Dai et al., 2016). Desta forma, o cancer de mama

pode ser estratificado em quatro subtipos: Luminal A, Luminal B, Her-2 e triplo-
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negativo. Esta classificacdo baseia-se na caracterizacdo imunohistoquimica
quanto a presenca dos receptores hormonais estrégeno e progesterona e do
receptor de fator de crescimento epidermal Her-2 (Kwa et al., 2017). O subtipo
Luminal A apresenta a expressao dos receptores de estrOgeno e progesterona,
mas nao apresenta superexpressao de Her-2, enquanto que o Luminal B
apresenta expressao dos receptores hormonais e superexpressao de Her-2. Os
subtipos luminais representam cerca de 75% dos casos de cancer de mama e
sao tumores bem diferenciados e pouco agressivos, quando comparados com
0S outros subtipos (Dunnwald et al., 2007; Dai et al., 2016). Para os tumores
luminais, o tratamento adjuvante com tamoxifeno ou inibidores de aromatase
apresentam-se eficientes em pacientes diagnosticados em estadios iniciais da
doenca (Gradishar et al., 2015). O subtipo Her-2 apresenta superexpressao da
proteina Her-2 ou amplificacdo do gene que a codifica, porém auséncia de
receptores hormonais. Este subtipo acomete cerca de 20% dos casos de
cancer de mama e estda associado a um progndstico ruim. Entretanto, o
tratamento com a terapia alvo-especifica, baseado na utilizacdo de anticorpos
humanizados, como o trastuzumabe, tem-se mostrado eficiente para os casos
diagnosticados em estadios iniciais (Mitri et al., 2012). O trastuzumabe é um
anticorpo monoclonal que se liga aos receptores Her-2 impedindo sua
dimerizacdo e consequente ativacdo de vias intracelulares que promovem o
crescimento celular (Slamon et al., 2011). O quarto subtipo, triplo-negativo, € o
mais heterogéneo, apresentando as pacientes acometidas maior probabilidade
de recaida e menor sobrevida (Bettaieb et al.,, 2017). Isto se deve a
apresentacao de um curso clinico agressivo e a auséncia de expressao dos
receptores de estrogeno, progesterona e Her-2 e, consequentemente, a
necessidade de uma terapia direcionada. O tratamento adjuvante e
neoadjuvante baseiam-se em ciclos dos quimioterapicos antraciclina e taxanos,
mas devido a heterogeneidade dos pacientes, diferentes desfechos clinicos
séo observados (Gradishar et al., 2015).

Outras moléculas bastante estudadas nesta neoplasia sdo p53 e Ki67.
Ambas sdo importantes reguladores da proliferacdo tumoral e tém sido
utilizadas para melhor caracterizar o grau de agressividade do tumor e
aperfeicoar o prognaostico e predicdo de resposta ao tratamento (Wang et al.,
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2015; Muftah et al., 2017). O gene TP53 codifica a proteina supressora tumoral
p53, que pode ser ativada em resposta a um dano ao DNA, estresse oxidativo
ou hipoxia, por exemplo, ocasionando um arresto do ciclo celular ou morte
celular programada (Wang et al., 2015). Mutacbes neste gene sao muito
frequentes em diversos tipos de tumores e, no cancer de mama, essas
mutacdes representam 25-30% dos casos (Langergd et al.,, 2007). Tumores
com mutacdo da TP53 estdo associados a um fenotipo mais agressivo, a um
pior desfecho clinico, com metastases para linfonodos axilares, alto grau
histol6gico e a um maior volume tumoral (Silwal-Pandit et al., 2014). Dentre os
subtipos, as mutacbes em TP53 estdo relacionadas a uma elevada taxa de
mortalidade entre os pacientes Luminal B, Her-2 e triplo negativo (Silwal-Pandit
et al., 2016). A proteina Ki67 encontra-se expressa no compartimento nuclear
de células que estdo proliferando, porém ausente em células quiescentes,
tornando-se um importante marcador de crescimento celular (Kill, 1996;
Jurikova et al., 2016). A expressao de Ki67 oscila durante as fases do ciclo
celular, ndo sendo encontrada durante a fase GO e fase inicial de G1. Sua
expressao inicia-se na fase G1 e aumenta ao longo da fase S, atingindo niveis
maximos na metéfase. Por fim, durante a anafase e tel6fase, a expressao de
Ki67 comeca a diminuir (Gerdes et al., 1984; Starborg et al., 1996). Desta
forma, elevados niveis proteicos de Ki67 tém sido correlacionados com
progressdo tumoral, metastase de linfonodos axilares e curta sobrevida de
pacientes com cancer de mama (Inwald et al., 2013; Tawfik et al., 2013). A
avaliacdo da expressao de Ki67 por imunohistoquimica, juntamente com os
receptores de estrégeno, progesterona e Her-2, tem sido utilizada para
diferenciar o subtipo Luminal A (progndstico favoravel e baixa proliferacéo) do
subtipo Luminal B (prognéstico desfavoravel e alta proliferacdo) (Coates et al.,
2015). A partir desta avaliagdo, o tratamento a ser administrado pode ser
definido, optando-se por quimioterapia combinada com hormonioterapia ou
somente homonioterapia (Penault-Llorca & Radosevic-Robin, 2016).

Alteracbes genéticas também contribuem para a proliferacdo e
tumorigénese do cancer de mama. Os genes BRCA1l e BRCA2 (BReast
Cancer Gene 1 e 2) sao supressores tumorais que atuam no reparo de lesdes
ao DNA e na proliferacédo celular (Welcsh et al.,, 2000; Venkitaraman, 2002).
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Mutagdes nos genes BRCAL1 e BRCA2 estéo relacionadas com o aumento do
risco de desenvolvimento do cancer de mama familial, representando entre
40% e 80% deste total (Venkitaraman, 2002; Cornejo-Moreno, 2014).

1.1.2 Tratamento quimioterapico do cancer de mama: Doxorrubicina e

Docetaxel

O tratamento do céncer de mama envolve diversas modalidades
terapéuticas, como a cirurgia, radioterapia, quimioterapia citotdxica, terapia-
alvo e hormonioterapia (Moreno-Aspitia & Perez, 2009). No que se refere ao
tratamento com quimioterdpicos, o0 protocolo empregado baseia-se nas
antraciclinas associadas aos taxanos ou a ciclofosfamida e fluorouracil (Burnell
et al., 2010). Dentre as antraciclinas, a doxorrubicina (DOX) e dentre os
taxanos, o docetaxel (DTX) sdo aos quimioterapicos empregados para o
tratamento do cancer de mama no INCA.

A DOX €& um quimioterapico da classe das antraciclinas cujos
mecanismos de acdo incluem a inducdo de morte celular a partir da
intercalacdo de DNA, formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio (ERNs) e através da ligacdo a topoisomerase I, impedindo que a
sintese do DNA ocorra de forma correta (Gewirtz, 1999; Sawyer, 2013; Stérba
et al., 2013). Apesar de eficiente na inducao de morte de células cancerosas de
mama, a DOX também tem sido associada com toxicidade a cardiomiécitos. Os
cardiomiécitos sdo altamente enriquecidos com mitocondrias, devido a seu
intenso metabolismo, de forma que a geracdo de EROs causa fragmentacao
mitocondrial e consequente cardiotoxicidade (Kuzmicic et al., 2011). Ademais,
a porgcao [ da topoisomerase Il, tem importante fungdo na manutencao
estrutural dos cardiomidcitos. Desta forma, ao intercalar-se ao DNA, a DOX
pode cessar a divisdo celular, levando a ativacdo de mecanismos relacionados
a morte (Sawyer, 2013; Vejpongsa & Yeh, 2014). Diferentemente de outras
células, os cardiomiécitos apresentam baixa capacidade de regeneracéo,
agravando os efeitos téxicos do tratamento (Chiong et al., 2011).
Consequentemente, pacientes submetidos ao tratamento com DOX
apresentam arritmia e perda de funcdo contratil ventricular (Li et al., 2002;
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Murtagh et al.,, 2016). Além dos efeitos tdéxicos, a resisténcia aos
quimioterapicos € considerada um obstaculo para a efetividade do tratamento
(Wang et al., 2011).

O DTX, por sua vez, pertence a familia dos taxanos, e tem sido utilizado
como neoadjuvante ou adjuvante no tratamento do cancer de mama em
associacdo as antraciclinas (Bayet-Robert et al., 2010). Seu mecanismo de
acdo consiste em ligar-se a B-tubulina dos microtdbulos impedindo a
dimerizagao com a a-tubulina, processo fundamental para que a divisao celular
ocorra (Nogales et al., 1998). Para células tumorais de mama, MCF-7 e MDA-
MB-231, os efeitos do tratamento com o DTX dependem da concentracao
utilizada. Quando administrado em baixas concentragdes (2 - 4 nM), o DTX
induz acumulo de células na regido sub-GO, causando mitose aberrante e
aneuploidia. Em contrapartida, em concentracdes clinicas (100 nM), o DTX
causa parada mitotica na fase G2/M, induzindo morte celular (Shalli et. al,
2005; Hernandez-Vargas et al., 2007; Murray et al., 2012). Trabalhos tém
mostrado que o tratamento com DTX provoca injuria em células
hematopoiéticas como resultado do aumento de estresse oxidativo. Como
reflexo desse dano, pacientes em tratamento podem apresentar anemia,
trombocitopenia e neutropenia (Panis et. al, 2011). Ademais, cerca de 50% das
pacientes ndo respondem de forma eficiente ao tratamento devido aos
mecanismos de resisténcia inerentes ou adquiridos pelas células tumorais
mediante o tratamento com DTX (O’Brien et al., 1999; Wang et al., 2014).

1.2 Mecanismos de resisténcia aos quimioterapicos

Mecanismos de resisténcia a multiplas drogas tém sido apontados como
responsaveis pela ineficiéncia da quimioterapia em cerca de 80 a 90% de
pacientes com cancer de mama metastatico (Longley & Johnson, 2005;
Cherdyntseva et al., 2017). Além de ndo haver resposta eficiente a um
determinado quimioterapico, a prolongada exposicdo a mais de uma droga
durante a quimioterapia pode resultar em um fenémeno de resisténcia cruzada,
gue consiste na resposta ineficaz a diferentes compostos que agem por

mecanismos diversos e apresentam estruturas distintas (Riordan & Ling, 1985;
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Zahreddine & Borden, 2013). Mdltiplos mecanismos moleculares estéo
envolvidos na indugdo da quimiorresisténcia, incluindo a inibicdo de proteinas
supressoras de tumor (Silwal-Pandit et al. 2014), alteracdes no ciclo celular e
nos pontos de checagem (Vogel et al.,, 2005), desregulacdo da expressdo e
funcdo de fatores de transcricdo FOX (Park et al., 2012), superexpresséo das
proteinas inibidores de apoptose (Shi et. al, 2007), e de bombas de efluxo,
como a glicoproteina P (Pgp) (Gottesman, 2002). (Figura 1.2)

A origem da resisténcia a mdltiplas drogas pode ser intrinseca ao
paciente ou resultar da exposicdo a fatores externos, adquirida ao longo do
tratamento. Como fatores intrinsecos ao paciente inclui-se a defasada
absorcdo ou extrusdo, bem como, a rapida metabolizacdo da droga e uma
falha no delivery da droga ao sitio do tumor (Gottesman, 2002). A resisténcia
adquirida pode ocorrer por selecdo clonal das células que ndo respondem a
droga, ou a mutacdes posteriores em genes supressores tumorais, oncogenes
ou genes de reparo (Holohan et al., 2013). Como exemplo, o gene TP53, que
codifica a proteina p53, pode apresentar mutacdes em 50% dos casos de
cancer (Vousden & Lu, 2002) e no cancer de mama essas mutacdes
representam 25-30% dos casos, como citado anteriormente (Langergd et al.
2007). Mutacdes pontuais nesse gene estdo associadas a um pior progndstico
e baixa resposta ao tratamento quimioterapico (Coutant et al., 2011). A p53
interage com o receptor de morte transmembranar Fas e proteinas
sinalizadoras pré-apoptéticas Bak e Bax (Bouvard et al., 2000) permitindo que
a apoptose ocorra. Além de seu papel chave como regulador de morte celular,
a p53 é requerida durante o ciclo celular para a trancricdo de p21WAFYCIPL o
ambas induzem parada no ciclo celular em resposta a danos ao DNA (Wang et
al., 2015). Mutacbes em TP53 podem resultar na inativacdo ou disfuncédo dos
mecanismos de apoptose e na regulagcéo do ciclo celular, contribuindo para a
resisténcia a multiplas drogas (He et al., 2017). Como a p53 é também ativada
a partir da sinalizagao do estresse oxidativo, as mutagées em seu gene estdo
associadas a resisténcia ao tratamento com antraciclinas, que tém como
mecanismo de acgéo, a produgcédo de EROs e ERNs (Chrisanthar et al. 2011;

Lgnning & Knappskog 2013).



Além de mutacdes em TP53, alteragbes conformacionais ou diminuigdo
da expressdo da topoisomerase Il, assim como o aumento da expressao de
proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2, Bcl-xL e Survivina podem ocasionar
ineficiéncia do tratamento e consequente resisténcia a DOX (Wang et al., 2011;
Alfaro et al., 2013) (Figura 1.2). Mutagdes em B-tubulina sdo eventos classicos
gue ocorrem na resisténcia ao DTX. Estas mutacdes inviabilizam a ligacado do
DTX a subunidade B da tubulina, permitindo assim que as células tumorais
continuem em divisdo celular (Shalli et al., 2005). A B-tubulina € expressa em
quatro diferentes isoétipos (classe I, IVa, IVb, and VI) e a expressao
diferenciada entre eles pode afetar a habilidade dos quimioterapicos ligarem-se
ao sistema microtubular (Joe et al., 2008). Também é sugerido que o aumento
de expresséao da classe Il da p-tubulina afeta a estabilidade dos microttbulos e
impede a acdo do DTX (Hasegawa et al., 2003).

As bombas de efluxo da familia ATP-binding cassette (ABC), que
apresentam atividade dependente de ATP (adenosina-trifosfato), tém sido
relacionadas com a resisténcia a taxanos e antraciclinas no cancer de mama
(Gottesman et al., 2002; Chen et al., 2016). Essas bombas s&o importantes
componentes presentes na membrana plasmatica ou membranas
intracelulares, exercendo um papel na comunicagao entre o meio extracelular e
o citoplasma ou entre organelas e o citoplasma, respectivamente (Chen et al.,
2016). Dentre os diversos membros dessa superfamilia, destacam-se a
glicoproteina P (Pgp), codificada pelo gene MDR-1, também chamado ABCB1,
a proteina 1 associada a resisténcia as multiplas drogas (MRP-1), codificada
pelo gene ABCCL1 e a proteina associada a resisténcia no cancer de mama
(BCRP), codificada pelo gene ABCG2 (Vtorushin et al., 2014).

Em células tumorais, a elevada expressao e atividade da Pgp tém sido
amplamente relacionada a resisténcia a mudltiplas drogas, devido a sua
capacidade de extruir quimioterapicos e reduzir a concentracao intracelular dos
mesmos (Gottesman et al., 2002). Além disso, a resisténcia adquirida esta
amplamente relacionada ao aumento dos niveis de Pgp em pacientes apés a
administragcdo da quimioterapia (Kim et al., 2013). Em tumores de mama, foi
demonstrado que aproximadamente 40% das pacientes expressam ABCB1, e
gue sua expressdo esta envolvida com um pior prognéstico e ineficiéncia do
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tratamento (Trock, 1997; Tsyganov et al., 2017). Por ser dependente de ATP, a
atividade da Pgp pode ser modulada a partir do metabolismo energético
celular, e esta parece ser uma estratégia para sobrepujar a resisténcia aos
quimioterapicos (Maximchik et al., 2016). Em células MCF-7 resistentes a DOX,
a inibicdo da sintese de ATP mitocondrial resultou em acumulo intracelular de
DOX, sugerindo a ineficiéncia de atividade da Pgp. Em contrapartida, na
presenca de ATP, baixas quantidades de DOX foram encontradas no interior
da célula (Dartier et al., 2017).

Radioterapia ATP ATP

Quimioterapia
Estresse Oxidativo

Citocromo-C
e

e | T2
Bcl-2 e Mcl-1

Figura 1.2: Mecanismos envolvidos na resisténcia ao tratamento
quimioterapico do cancer de mama. A superexpressdo de glicoproteina P
(Pgp) e intensa atividade desta bomba de efluxo, a desregulacédo da proteina
p53, as alteragbes nos pontos de checagem do ciclo celular, a desregulagcao de
fatores de transcricdo FOX, como FOXM1, a inibicAo da apoptose pela
superexpressao de proteinas anti-apoptéticas da familia Bcl-2 (Bcl-2 e Mcl-1)
ou proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) sdo alguns dos processos
envolvidos na resisténcia a multiplas drogas e na diminuicdo da eficiéncia do
tratamento quimioterapico.



1.2.1 Altera¢des no ciclo celular e nos pontos de checagem

Células que apresentam caracteristicas fisioldgicas inalteradas, em
geral, ndo proliferam na auséncia de estimulos de crescimento. Entretanto,
alguns oncogenes podem mimetizar esses sinais, levando a proliferacdo celular
de forma ndo programada (Hanahan & Weinberg, 2000). O ciclo celular é
regulado por quinases serina/treonina que sao ativadas por subunidades de
ciclinas (quinases dependentes de ciclinas: CDKs). As ciclinas se ligam de
forma especifica as CDKs, originando complexos ciclinas-CDKs, que ativam
proteinas envolvidas na progressdo do ciclo celular (Malumbres, 2014). Para
dar inicio ao ciclo celular, uma célula quiescente recebe um estimulo externo
ou mitdégeno e, desta forma, inicia-se a fase G1. Este estimulo pode ocorrer a
partir da ativacdo de um receptor hormonal esteroidal, ou de vias de
sinalizacdo como: RAS/MAPK e Rho-GTPase (Aktas et al., 1997; Marshall,
1999; Whittaker et al., 2017). A ativacdo da via de MAPK promove a
complexacao entre ciclina D e CDK4/6, culminando na fosforilagdo da proteina
do retinoblastoma (RB). Apds a hiperfosforilacdo de RB, o fator de trancricdo
E2F é liberado, possibilitando a progressao do ciclo celular para a fase G1/S
(Figura 1.3) (Balmanno & Cook, 1999; Malumbres & Barbacid, 2009).

O complexo ciclina D-CDK4/6 também fosforila o fator de transcricdo
FOXM1, envolvido na progressdo do ciclo celular nas fases G1/S, e esta
relacionado a tumorigénese de diferentes tipos celulares de cancer de mama
(Anders et al., 2011; Yu et al., 2015; Saba et al.,, 2016). Em células MCF-7
resistentes & DOX (MCF-7 Dox") e paclitaxel (MCF-7 Tax"), elevados niveis
proteicos de FOXM1 foram associadas ao fendétipo de resisténcia dessas
linhagens (Figura 1.3) (Nestal de Moraes et al., 2015). Esses dados corroboram
com a correlacdo deste fator de transcricdo com um pior prognostico e
resisténcia a quimioterapicos em pacientes com estagios avancados de
carcinoma invasivo de mama (Bergamaschi et al., 2014; Nestal de Moraes et
al., 2015; Ye et al., 2015; Saba et al., 2016).

Cerca de 70% dos tumores de mama expressam receptores hormonais,
e estes sdo importantes agentes mitdgenos que estimulam a progressédo do
ciclo celular. Deste modo, a terapia hormonal utilizando o tamoxifeno ou
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inibidores de aromatase, atua na inibicdo de receptores hormonais, € como
consequéncia, controla a progressao celular na fase G1/S (Zafonte et al., 2000;
Doisneau-Sixou et al., 2003; Ross et al.,, 2003; Wang et al., 2015). O subtipo
triplo negativo do cancer de mama apresenta alteracdes, tais como: mutacdes
frequentes em TP53, que resultam na desregulacdo do ciclo celular na fase
G1/S mediado por p2l1 (Figura 1.3) (Herold et al.,, 2013). Alteracbes na
regulagcdo do ponto de checagem G1/S podem resultar na resisténcia ao

tratamento com inibidores hormonais (Doisneau-Sixou et al., 2003).

Estimulo
mitégeno

CDK1 A

Figura 1.3: Desenho esquematico do ciclo celular. Estimulos mitégenos
resultam na sintese de ciclina-D, que se complexa com a quinase dependente
de ciclina 4/6 (CDK4/6). Este complexo estimula a fosforilagdo da proteina do
retinoblastoma (RB) durante o inicio da fase G1. Durante periodos mais tardios
de G1, a ciclina-E é sintetizada e estimula a formacdo do complexo CDK2-
ciclina E, que contribui para a hiperfosforilagdo de RB, liberando o fator de
transcricdo E2F1, dando inicio a fase de sintese do DNA. Este complexo
também fosforila FOXM1, um importante fator de transcricdo envolvido na
progressao celular em células tumorais de mama. Neste momento, ocorre o
primeiro ponto de checagem do ciclo celular, recrutando proteinas de reparo,
sinalizacao e arresto do ciclo celular, p53 e p21. Ao final da fase S, a formacéao
do complexo CDK2-ciclina A fosforila E2F1 e inibe sua atividade. O inicio da
fase G2/M é determinado pelo complexo CDK1-ciclina A e ao final de G2, inicio
de M, ocorre complexagdo de CDK1-ciclina B, momento do ciclo que acontece
outro importante ponto de checagem com envolvimento de topoisomerase I,
p53 e p21, levando a um novo arresto no ciclo. Ao final do ciclo celular, ocorre
defosforilagdo de RB, que se complexa novamente ao E2F1 e o ciclo é
finalizado. Adaptado de Whittaker et al., 2017.
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Apoés a checagem do ciclo na fase G1/S, ocorre complexacao da ciclina
A ao CDK2 e posteriormente ao CDK1 em momentos tardios de S e inicio da
fase G2 (Whittaker et al., 2017). Entre as fases G2 e M ha também um ponto
de checagem importante para progressao do ciclo, ocasionado por proteinas
inibidoras dos complexos ciclina-CDK. A proteina p53, que ativa
transcricionalmente a p21, estimula a diminuigcdo da fosforilagdo de CDK1,
impedindo a progressédo da mitose (Figura 1.3) (Xiong et al., 1993; Boulaire et
al., 2000). A superexpressao de FOXM1 promove degradacao de proteinas p21
e p27, resultando na formacdo do complexo ciclina B-CDK1, essencial para a
progressao da fase G2/M do ciclo celular (Wang et al., 2015). A parada na fase
G2 ocorre também devido ao aumento da expressao de p53 em resposta a um
dano ao DNA. Radiacdo ionizante e exposicdo de células a adriamicina sao
estratégias terapéuticas que promovem estresse intracelular e consequente
parada nesta fase do ciclo (Flatt et al., 2000).

Células tumorais ndo apresentam um perfil regular na distribuicdo do
ciclo celular, dificultando o tratamento com estratégias que visam momentos
especificos do ciclo celular (Ali et al., 2017). Desta forma, trabalhos utilizando
novas estratégias terapéuticas tém demonstrado resultados promissores
estimulando a parada no ponto de checagem G2/M de células tumorais de
mama (Carey et al., 2017). Através da utilizacdo de um derivado sintético da
curcumina, Ali e colaboradores mostraram que o tratamento da linhagem
tumoral MCF-7 acarretou em aumento dos niveis proteicos de p53, citocromo ¢
e caspase-9. Adicionalmente, este composto preveniu a progressao do ciclo
celular com parada na fase G2/M como consequéncia do aumento de p53 e
atividade de p21 (Ali et al., 2017). A modulacdo de CDK1 também ocorre
através da ativacdo da topoisomerase |l. CDK1 é uma enzima essencial que
regula a topoisomerase Il e é requerida durante a fase G2/M. A sua inibicdo
causa parada do ciclo celular nesta fase (Anderson & Roberge, 1996). Desta
forma, a inibicdo da topoisomerase Il € uma importante estratégia terapéutica e
neste contexto, a DOX tem sido amplamente utilizada (Gewirtz, 1999). A
proteina supressora p53, além de estar envolvida na parada durante a fase
G1/S e G2/M, também € reguladora da expressdao de topoisomerase |l
(Gewirtz, 1999).
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1.2.2 Resisténcia a apoptose

1.2.2.1 Apoptose

O termo “morte celular programada” foi designado para nomear o evento
celular que tem inicio em momentos pré-determinados, locais especificos ou
quando ocorre uma injaria celular levando a sinalizacdo de mecanismos
envolvidos com esse processo (Reed, 2002; Gewies, 2014). Também
denominado apoptose, esse evento ocorre para manter a homeostase
fisiolégica durante o desenvolvimento dos animais, bem como eliminar células
senescentes ou que contenham modificagcbes no DNA e injarias em seu
aparato (Kerr et al., 1972; Gewies, 2014). Este processo também é classificado
como um tipo de morte silenciosa, pois ndo atinge outras células adjacentes,
de forma que o processo ocorre unicamente em células que foram sinalizadas
(Reed, 2002; Gewies, 2014). Células fagociticas, macréfagos e neutrofilos, por
exemplo, contribuem para este processo, evitando que o conteudo celular
extravase e acione mecanismos envolvidos com morte secundaria por necrose
ou ativacao de citocinas pro-inflamatdérias (Elmore, 2007).

Alteracdes morfoldgicas tipicas de apoptose incluem a perda de adesédo
celular com a matriz extracelular e interacao célula-célula, pois os filamentos de
actina e lamina do citoesqueleto sdo clivados (Uren & Vaux, 1996; Cejalvo et
al., 2017). Em seguida, a cromatina sofre condensacéo e o ndcleo apresenta-
se picnatico. Por fim, corpos apoptoticos sdo formados, o DNA é fragmentado e
a célula é fagocitada (Elmore, 2007). Para que a apoptose tenha inicio,
diversas moléculas agem em conjunto, promovendo a sinalizacdo. Estes
mecanismos tém em comum a atividade de granzimas e perforinas, iniciada
apos a clivagem da caspase-3, que resulta nos eventos morfolégicos acima

citados (Hassan et al., 2014).
1.2.2.2 Via extrinseca e intrinseca da apoptose
A apoptose pode ser ativada por diferentes vias, sendo as vias intrinseca

e extrinseca as mais classicas e bem compreendidas. A via extrinseca é
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ativada a partir de um receptor de membrana, enquanto a via intrinseca
envolve alteracdes de potencial de membrana mitocondrial (Kim, 2005) (Figura
1.4). A via extrinseca da apoptose € iniciada quando fatores externos
estimulam a ativacdo dos receptores transmembrana, tais como FasR e o
receptor do fator de necrose tumoral-a (TNFR-1) na presenca de seus ligantes
FasL e TNF-a respectivamente (Gearing et al., 1994; Tanaka et al., 1996;
Schneider-Brachert et al., 2013). Esta ligacao resulta na ativacdo de dominios
intracelulares adaptadores que irdo ativar outras proteinas envolvidas com a
cascata de sinalizacédo. A ligacdo de FasL/FasR ativa o (FADD) e a ligacao
TNF-a/TNFR-1 ativa o dominio de morte associada ao TNFR (TRADD)
(Schneider-Brachert et al., 2013). Estes dominios intracelulares interagem com
a procaspase-8 via dimerizacdo do dominio efetor de morte (DED) e entdo, o
complexo de sinalizacdo de morte induzida (DISC) é formado. Este complexo
cliva a procaspase-8 na forma ativa, caspase-8, e entdo a apoptose é
desencadeada (Chang et al., 2003).

A via intrinseca da apoptose € promovida a partir de estimulos
independentes da ativacdo de receptores de membrana, que podem ser
hormoénios, toxinas, radiagdo, quimioterapia e radicais livres resultantes de
danos celulares (Elmore, 2007). Estes fatores promovem sinais intracelulares
mediados pela dimerizacdo das proteinas pré-apoptoticas Bax (proteina X
ligada a Bcl-2) e Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer), pertencentes a
familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), alterando o potencial da membrana
mitocondrial tornando-a permeéavel e porosa (Cory et al., 2003). Devido a essa
alteracdo na permeabilidade da membrana, a mitocondria libera fatores pro-
apoptoticos para o citoplasma. As principais proteinas a serem liberadas séo
citocromo-c e second mitochondria-derived activator of caspase/direct inhibitor
of apoptosis-binding protein with low pl (Smac/DIABLO). O citocromo-c se liga
a procaspase-9 e a outros fatores, como a fator ativador de protease da
apoptose-1 (Apaf-1) resultando na formacédo de um complexo denominado
apoptossomo. Esse complexo culmina na ativacdo por clivagem proteolitica da
procaspase-9, que desencadeia a clivagem de outras procaspases como -3, -6
e -7, iniciando a degradacgéao de substratos (Ow et al., 2008) (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Vias intrinseca e extrinseca da apoptose. A figura ilustra como
as vias intrinseca e extrinseca da apoptose sdo desencadeadas. A via
intrinseca depende de um estimulo interno, como radioterapia, quimioterapia
ou estresse oxidativo, que culmina com a ativacdo de BAK e BAX,
desencadeando a saida de citocromo-c da mitocdndria. O citocromo-c,
juntamente com o Apaf-1 e a caspase-9, formam um complexo denominado
apoptossomo que ativa as caspases efetoras -3 e -7 resultando na apoptose. A
via extrinseca € iniciada quando receptores de membrana como o Fas recebem
seu ligante FasL, estimulando o recrutamento da FADD que cliva a
procaspase-8 na sua forma ativa, a caspase-8. Por fim, as caspases efetoras -
3 e -7 séo ativadas, estimulando a apoptose. Apaf-1: fator ativador de protease
da apoptose 1; Casp: caspase; FasL: Ligante de Fas; FADD: dominio de morte
associado a Fas; Proc: procaspase.

No cancer de mama, as células transformadas apresentam diversos
mecanismos que tornam a apoptose ineficiente e alguns deles podem estar
relacionados com a reducdo da funcdo das caspases ou nao dimerizacdo dos
receptores de morte (Kadam & Abhang, 2016). Mutacbes em genes
reguladores da apoptose também contribuem para a oncogénese. Ademais,
alguns estudos mostraram acumulo de muta¢gdes nos genes da p53 e Bcl-2 e
que estes genes estdo superexpressos em cancer de mama metastatico
(Wong, 2011).
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1.2.2.3 Regulacdo da apoptose pelas proteinas inibidoras da apoptose
(IAPs)

As proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) compdem uma familia de
proteinas que tém em comum a presenca do dominio BIR (baculoviral I1AP
repeat). Estas proteinas foram primeiramente identificadas por Crook e seus
colaboradores em 1993 e a partir de entdo, oito membros dessa familia foram
descritos na espécie humana (Figura 1.5) (Crook et al., 1993). As proteinas
XIAP, c-IAP1 (proteina 1 celular inibidora da apoptose), c-IAP2 (proteina 2
celular inibidora da apoptose), ML-IAP (IAP de melanoma), Survivina, ILP2
(proteina IAP-like 2), NAIP (proteina inibidora da apoptose neuronal), e Apollon
(enzima conjugada a ubiquitina contendo BIR) agem como inibidoras da
apoptose, podendo atuar tanto na via intrinseca quanto na via extrinseca
(Fulda & Vucic, 2012). A maioria dos membros desta familia apresenta também
o dominio RING (Really Interesting New Gene) que confere a essas proteinas a
funcdo ubiquitina E3 ligase e exerce um importante papel em vias de
sobrevivéncia e sinalizacao celular (Duckett, et al., 1996; Vaux & Silke, 2005).

Estruturalmente, a XIAP contém 3 dominios BIR (BIR1-BIR3), seguido
por um dominio ubiquitina associado (UBA) e um dominio RING. XIAP, c-IAP1
e c-IAP2 contém o dominio CARD, enquanto que ML-IAP apresenta apenas um
dominio BIR e um dominio RING (Vaux & Silke, 2005). XIAP é a unica IAP que
pode se ligar e agir diretamente com as caspases efetoras -3 e -7 inibindo sua
atividade. c-IAP1 e c-IAP2 por intermédio dos dominios RING e CARD
interagem com as caspases promovendo a sua inibicdo a partir da degracao do
proteasoma (Figura 1.5) (Chai et al., 2001; Silke et al., 2001; Lopez et al.,
2011).
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Figura 1.5: Membros da familia das IAPs envolvidos com a regulagdo da
apoptose. Esquema representativo das proteinas inibidoras da apoptose. BIR:
baculoviral 1AP repeat; UBA: dominio ubiquitina associado; CARD: dominio
ativador de recrutamento de caspases; RING: Really Interesting New Gene.

Os membros mais estudados da familia das IAPs sédo XIAP, c-IAP1, c-
IAP2 e Survivina, que apresentam-se superexpressos em diversos tipos de
tumores, como prOstata, pancreas, tumores gastricos, melanoma e mama
dificultando a eficiéncia do tratamento (Pluta et al., 2015). No cancer de mama,
essas proteinas estdo correlacionadas com um pior progndstico e estagios
mais avancados da doenca (Wang et al.,, 2012). A XIAP esti presente em
cerca de 84,3% dos casos de carcinoma de mama ductal invasivo e esta
associada aos tumores que apresentam receptores de estrogeno (Zhang et al.,
2011). Assim como a Survivina, tem sido demonstrado que a superexpressao
da XIAP esté relacionada com cancer de mama em estagios avancados, como
por exemplo, grau 3 em carcinoma ductal (Pluta et al., 2015). Pluta e
colaboradores demonstraram que existe uma correlacdo significativa entre os
niveis protéicos de XIAP e c-IAP1 entre as amostras de tecido tumoral das
pacientes estudadas, indicando a interacdo entre essas proteinas. Ainda no
mesmo trabalho, Pluta demonstrou a presenca de altos niveis protéicos de c-
IAP2 em amostras de pacientes com linfonodos acometidos (Pluta et al., 2015).
Ademais, a superexpressao de Survivina foi associada a tumores de mama
com subtipo triplo negativo, que apresentaram maior volume da massa tumoral,
alto grau histologico e acometimento de linfonodos (Youssef et al., 2008;

Adamkov et al., 2012).
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As IAPs apresentam diferentes mecanismos de regulacdo negativa da
apoptose. As proteina c-IAP1 e clAP-2, ligam-se aos fatores associados a
TNFR 1 e 2 (TRAF1 e TRAF2) dando origem a um complexo supressor da
atividade da caspase-8 (Micheau & Tschopp, 2003). Esse complexo leva a
ubiquitinacdo do receptor de interacdo com a proteina 1 (RIP1) recrutando o
complexo enzimatico IkB quinase (IKK) que resulta na ativagéo da via canonica
de NFkB e seus genes alvo envolvidos com sobrevivéncia celular e inflamagéo
(Bertrand et al., 2008; Gyrd-Hansen & Meier, 2010). Trabalhos tém
demonstrado que oligonucleotideos e pequenas moléculas miméticas de
Smac/DIABLO, tém sido promissores no tratamento in vivo e in vitro do cancer
de mama, por apresentar atividade antagonista a c-IAP1 (Tamanini et al.,
2017). A inibicdo dos niveis de expressao dos genes de ativagédo de c-IAP1 por
compostos naturais como Triptolide sensibilizam células de cancer de mama a
apoptose (Cheng et al., 2016). O tratamento de células MCF-7 e MDA-MB-231
com LCL161, um composto mimético de Smac que se liga a c-IAP1/2, resulta
em alteracdo conformacional e degradacdo proteassomal dessas proteinas.
Como consequéncia, ocorre um acumulo de RIP1 seguido por ativacdo de
processos de morte celular (Jin et al., 2016). Adicionalmente, a c-IAP1 interage
diretamente com o fator de transcricdo 1 de E2F (E2F1) e estimula a atividade
transcricional recrutando os complexos relacionados a ciclinas E e A (CCNE e
CCNA). Estes genes sdo importantes reguladores da progressao do ciclo
celular promovendo a transicao da fase G1 para fase S do ciclo celular (Cartier
et al.,, 2011). Portanto, outra importante funcdo de c-IAP1 estd associada a
progressao do ciclo celular.

A XIAP é o membro protétipo da familia das IAPs, sendo capaz de se
ligar e inibir diretamente as caspases (Obexer & Ausserlechner, 2014). Essa
proteina apresenta trés dominios BIR (1, 2 e 3) e interfere nos estagios finais
da cascata da apoptose, ligando-se a caspase iniciadora -9 via dominio BIR3 e
também as efetoras -3 e -7 via BIR2 (Scott et al., 2005, Eckelman et al., 2006).
O dominio BIR3 interage com Apaf-1/caspase-9 por sequestrar a por¢cdo N-
terminal da subunidade pequena da caspase-9. Esta regido da caspase
apresenta homologia com a Smac/DIABLO, sugerindo que esses dois sitios de
ligacdo competem com a interacdo entre XIAP e BIR3. Portanto, a
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Smac/DIABLO pode agir como antagonista da funcdo antiapoptética da XIAP
(Srinivasula et al., 2001; Lukacs et al., 2013). Outro importante mecanismo
através do qual a XIAP pode inibir a atividade das caspases é a partir da
atividade E3 ligase do dominio RING. Células depletadas para este dominio
apresentam aumento de atividade de caspase-3 e aumento de sensibilidade ao
TNF, sugerindo que os niveis de XIAP intracelular interferem nas vias
intrinsecas e extrinsecas da apoptose (Schile et al., 2008). Utilizando modelos
in vitro 3D e in vivo, Arora e colaboradores demonstraram que a
superexpressao de XIAP, dentre outros fatores, contribui para a sobrevivéncia
de células tumorais de mama e, que a sua inibicdo impacta a proliferacéo
celular, como avaliado por modelos tridimensionais de culturas celulares (Arora
et al., 2017). Como mencionado anteriormente, miméticos de Smac também
tém sido alvo de estudos, pois estimulam mudancas conformacionais nas IAPs
levando-as a autoubiquitinacdo e degradacdo proteasomal (Bai et al., 2014;
Fulda, 2015). Além disso, esses miméticos podem se ligar e agir diretamente
na XIAP inibindo sua interagcdo com as caspases (Bai et al., 2014; Fulda, 2015).

A Survivina, por sua vez, apresenta diferentes funcfes de acordo com
sua localizagéo celular. Quando presente no nucleo pode agir como reguladora
do ciclo celular, enquanto que no citosol a Survivina pode agir como inibidora
da apoptose (Mahotka et al.,, 2002). A Survivina compde o complexo
cromossomal juntamente com INCENP (proteina interna do centrémero),
Aurora quinase B e borealina, que € imprescindivel para a separacao
cromossOmica durante a citocinese da divisdo celular (Li et al., 1999; Klein et
al., 2006; Kitagawa, 2015). Além disso, uma fragdo de Survivina subcelular esta
associada com a tubulina polimerizada e regula a formacao das fibras do fuso
mitético durante a divisdo celular (Mita et al., 2008). No que tange a sua funcao
antiapoptotica, a Survivina ndo é capaz de se ligar diretamente as caspases,
porém promove uma inibicdo indireta ligando-se a cofatores e proteinas
intermediarias. A Survivina pode mediar a ligagédo entre a XIAP e a procaspase-
9 bloqueando a sua atividade (Marusawa et al., 2003; Johnson et al., 2004).
Um importante mecanismo, envolvido com a inibicAo da via intrinseca da
apoptose, consiste na ligacdo da Survivina a proteina pro-apoptoética
Smac/DIABLO, prevenindo a liberagéo do citocromo-c e consequente ativagcéo
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das caspases (Johnson et al., 2004). A Survivina também apresenta variantes
de splicing e estas estdo associadas a diferentes funcdes na tumorigénese do
cancer de mama. (Végran et al., 2011). Estratégias terapéuticas utilizando
novos compostos derivados de extratos organicos tém se mostrado
promissores no tratamento in vitro de células de cancer de mama. Kang e
colaboradores mostraram a morusina induziu morte celular por apoptose para
células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 por inibicdo da Survivina e
aumento da proteina pro-apoptética Bax (Kang et al., 2017).

Os demais membros das IAPs, como ILP2, NAIP e Apollon podem ter
funcBes relacionadas a regulacdo da progressao de ciclo celular, proliferacao
celular e regulagéo do sistema imune (Fulda & Vucic, 2012; Abadia-Molina et
al., 2017). Entretanto, o papel dessas proteinas ndo esta bem elucidado, bem
como a sua importancia no contexto que envolve o tratamento e a resisténcia

do cancer de mama.

1.2.2.4 Regulacdo da apoptose pelos membros da familia Bcl-2

A familia Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) compreende proteinas envolvidas
em diferentes processos fisiolégicos, tais como autofagia, proliferagdo celular,
regulacdo de ciclo celular e modulagdo da resposta imune (Hatok & Racay,
2016). Entretanto, a funcdo inicialmente descrita para esta familia esta
relacionada a apoptose, regulando a integridade da membrana mitocondrial
(Gross & Katz, 2017). Os membros da familia Bcl-2 possuem dominios
homologos de Bcl-2 (BH) enumerados de 1 a 4, podendo apresentar também
um dominio transmembrana (TM) (Youle et al., 2008) (Figura 1.6). De acordo
com a estrutura e funcdo, seus membros podem ser classificados em trés
diferentes subgrupos: proteinas que exercem atividade pré-apoptética e que
apresentam multiplos dominios BH, como a BAK (Bcl-2 antagonist/killer), BAX
(Bcl-2-associated X protein) e BOK (Bcl-2 related ovarian killer); proteinas pro-
apoptéticas que apresentam somente o dominio BH3, como por exemplo, BIM
(Bcl-2-like protein 11), BID (BH3 interacting domain death agonist) e PUMA
(p53 upregulated modulator of apoptosis) e as que apresentam funcéo
antiapoptotica, como Bcl-2 propriamente dito, Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra
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large) e Mcl-1 (myeloid cell leukaemia-1) (Shamas et al., 2011; Delbridge et al.,
2016) (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Membros da familia Bcl-2. Figura ilustrativa dos membros da
familia Bcl-2. Dentre esta familia, alguns de seus membros exercem atividade
pré-apoptética e apresentam multiplos dominios BH, como a BAK, BAX e BOK;
as proteinas pré-apoptéticas que apresentam somente o dominio BH3, como
BIM, BID e PUMA e as que apresentam funcdo antiapoptética: Bcl-2
propriamente dito, Bcl-xL e Mcl-1. BH: dominios homodlogos de Bcl-2; TM:
Dominio transmembrana.

A familia Bcl-2 pode atuar em diferentes e importantes momentos da
apoptose, com interacfes hidrofobicas e eletrostaticas entre dominios BH3.
Este dominio apresenta duas funcfes, neutralizacdo das proteinas pro-
apoptéticas da familia Bcl-2 e ativacdo direta dos efetores pro-apoptoticos BAK
e BAX (Vela & Marzo, 2015). A partir da dimerizacdo de BAK e BAX, ocorre a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, permitindo a saida do citocromo ¢
(Kluck et al., 1997; Hatok & Racay, 2016). No contexto do cancer de mama,
estudos tém mostrado que o tratamento in vitro da linhagem MCF-7 com DOX
promove diminui¢do da expressado da proteina antiapoptética Bcl-2 e aumento
da expressédo de BAX (Thomadaki & Scorilas, 2007). De forma semelhante, o
tratamento da linhagem MDA-MB-231 com paclitaxel, resulta no aumento dos
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niveis de RNA mensageiro de BIM, proteina facilitadora da apoptose (Sunters
et al., 2003).

Os membros da familia Bcl-2 estdo envolvidos ndo somente com
processos que resultam na apoptose, mediando a via intrinseca, como também
regulam processos intracelulares envolvidos com a sobrevivéncia celular
(Hatok & Racay, 2016). Bcl-2 e Bcl-xL sao reconhecidos como reguladores
antiapoptoticos, porém também atuam controlando a progressdo do ciclo
celular. Essas proteinas agem prolongando a fase G1 do ciclo celular e inibem
a transicdo entre as fases G1 e S por inibicdo da ciclina CDK2 (cyclin
dependente kinase-2), responsavel pela transicdo desta fase (Borner, 1996;
Janumyan et al., 2003; Whittaker et al., 2017). Assim como Bcl-2 e Bcl-xL, a
Mcl-1 também inibe a progresséao do ciclo celular que permanece em arresto na
fase S (Fujise et al., 2000). Mcl-1 é uma proteina antiapoptética que, dentre
outras funcgdes, inibe a formacédo do dimero BAK e BAX, impedindo o inicio da
via intrinseca da apoptose (Perciavalle & Opferman, 2013). Fisiologicamente,
Mcl-1 é essencial para a embriogénese inicial, desenvolvimento e manutencao
dos linfacitos, neurdnios, fibroblastos e células-tronco hematopoiéticas (Belmar
& Fesik, 2015). Mcl-1 possui uma regido reguladora N-terminal que promove a
fosforilacdo e ativacdo de outras proteinas (Thomas et al., 2010). Apesar de
desempenhar diferentes funcdes, seu papel antiapoptético € o mais bem
descrito e tem sido reconhecido como um obstaculo para o tratamento de
células tumorais, jA que o gene que codifica Mcl-1 encontra-se amplificado
nessas células e este evento tem sido observado em diferentes tipos de
cancer, como leucemias, prostata, pulméo, pancreas, ovario e cancer de mama
(Belmar & Fesik, 2015). A superexpressado de Mcl-1 em cancer de mama tem
sido associada ao grau avancado do tumor ao diagndéstico e a baixa sobrevida
das pacientes (Ali et al., 2016; Campbell et al., 2018). Recentemente, foi
descrito que células de mama resistentes aos taxanos apresentam altos niveis
proteicos de Mcl-1 (Ding et al., 2007; Gasca et al.,, 2016). Com excecao do
gene TP53, o MCL-1 é o gene que mais apresenta amplificacdo apos a terapia
neoadjuvante em tumores triplo-negativos (Balko et al., 2014). Ademais, o
MCL-1 apresenta amplificacdo em 9% dos casos diagnosticados com o subtipo
Luminal B e entre 20-55% dos tumores de mama triplo-negativos (Balko et al.,
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2014). Em células que superexpressam Her2, o Mcl-1 pode prevenir morte
induzida por hipoxia (Bashari et al., 2016). Além disso, a superexpressao de
Mcl-1 implica na resisténcia a diversas drogas, como paclitaxel e vincristina
(Wertz et al., 2011).

Devido a sua funcdo antiapoptoética e correlacdo com a resisténcia a
multiplas drogas, as proteinas da familia Bcl-2 tém sido consideradas
importantes alvos terapéuticos, na tentativa de sobrepujar o fendtipo de
resisténcia e tornar as células sensiveis a quimioterapia (Williams et al., 2017).
A inibicdo farmacolégica dessas proteinas tem sido promovida por diferentes
estratégias, dentre elas, por intermédio de pequenos compostos que se ligam
ao dominio BH3, dominio caracteristico da familia Bcl-2. Esses compostos sao
chamados de miméticos de BH3 e permitem que a ativacdo da apoptose ocorra
(Oltersdorf et al.,, 2005). A inibicdo de Mcl-1, Bcl-2 e Bcl-xL a partir de
diferentes miméticos mostrou-se eficiente na ativacdo de caspase-3, proteina
efetora da apoptose, e na sensibilizacdo de células tumorais de mama com
fendtipo de resisténcia ao tratamento com os quimioterpicos (Juin et al., 2013;
Vaillant et al., 2013; Vela et al., 2015; Xiao et al., 2015; Williams et al., 2016;
Panayotopoulou et al., 2017). Alguns destes miméticos de BH3 encontram-se
em estudos clinicos, dentre eles o0 ABT-263 (Navitoclax), que inibe Bcl-2, Bcl-X,.
e Bcl-w e induz apoptose em tumores hematolégicos, como linfoma difuso de
células B e em tumores solidos, como cancer de pulmdo de ndo pequenas
células (Quentmeier et al., 2016; Rudin et al., 2012). A inducdo de apoptose
mediante a inibicdo das proteinas da familia Bcl-2 tem sido considerada uma
abordagem terapéutica potencialmente promissora, ndo somente por induzir a
morte das células neoplasicas, mas também por reverter a resisténcia ao
tratamento vigente. Diversos agentes tem mostrado eficacia em estudos pré-
clinicos (Punnoose et al., 2016) e clinicos (Mason et al., 2009; Konopleva et al.,
2016).
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1.3 Interface entre a resisténcia as drogas e o processo de invasao e

metastase.

Durante a progresséao tumoral, as células que comp&em um tumor solido
e estdo em intensa divisdo celular, acumulam modificacdes traducionais e pos-
traducionais que alteram seu perfil fenotipico. A alteracdo no padrdo de
expressdo das proteinas contribui para que as células passem a apresentar
caracteristicas de perda de adesdo, possibilitando a invasdo de tecidos
adjacentes e formando nichos metastéaticos a partir do mesmo tumor (Hanahan
& Weinberg, 2000; Cejalvo et al., 2017). Um evento primordial para que as
células escapem de seu nicho inicial e alcancem outros tecidos é a transicdo
epitélio-mesénquima (TEM), que consiste na perda de alteracBes nas juncdes
de adeséo, polaridade apical-basal, com consequente ganho de motilidade e
aquisicdo de fenétipo mesenquimal (Nieto, 2013). Alteracdes nas proteinas de
adesdo como: E-caderina, integrinas, desmossomos e gap junctions tém sido
fortemente correlacionadas com a modulacdo do microambiente tumoral e
resisténcia de células tumorais (Yeung & Yang, 2017) (Figura 1.7). A TEM é
caracterizada, pela perda das caracteristicas epiteliais das células, como
reducdo de expresséo das proteinas E-caderina, Claudina-3 e citoqueratinas e,
em contrapartida, aumento da expressdo de proteinas mesenquimais, como
Vimentina, N-caderina, Snail, Slug e Twist (Wu et al.,, 2016). Através da
avaliacdo da expressao dessas proteinas nos diferentes subtipos do cancer de
mama, por imunoistoquimica, foi identificado que os marcadores mesenquimais
de TEM estdo relacionados ao subtipo triplo negativo e ao fenotipo mais
agressivo desses tumores (Sarrié et al.,, 2008; Choi et al., 2013; Liu et al.,
2013). Pioneiros em identificar a correlagdo entre TEM e resisténcia no cancer
de mama, Sommers e colaboradores observaram que células MCF-7
resistentes a DOX apresentavam aumento dos niveis protéicos de vimentina, e
reducdo da formacdo de desmossomos e jun¢des de adesao (Sommers et al.,
1992).
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Figura 1.7: Desenho esquematico da transicdo epitélio-mesénquima
(TEM). O desbalanco entre E-caderina e N-caderina é um importante evento na
transformacao celular durante a aquisicéo de caracteristicas mesenquimais por
células polarizadas. Células com o fendtipo epitelial apresentam expresséo de
juncdes de adesao, B-catenina, Claudina-3 e Citoqueratinas. Durante a
aquisicdo do fendtipo mesenquimal, as células perdem as jun¢Bes de adesdo
apresentam alteracbes na morfologia e rompem a barreira da matrix-
extracelular. Essas alteracfes sdo acompanhadas de aumento de expressao
de Vimentina, Snail, Slug e Twist. Adaptado de Wu et al., 2017

A E-caderina é uma glicoproteina transmembrana que desempenha um
importante papel na organizagdo da estrutura epitelial. Esta proteina interage
com outras E-caderinas de células adjacentes formando um importante
componente das juncdes aderentes. Por recrutamento da a e 3-catenina, a E-
caderina € ancorada ao citoesqueleto de actina. Desta forma, ela apresenta um
papel supressor da invasao ao transmitir sinais que inibem o crescimento entre
as células adjacentes via contato citoplasmatico (Yagi & Takeichi, 2000).

Desta forma, alteracdes ou inativacao desta proteina, promovem a perda
de adeséo, aquisicdo da capacidade de crescimento desordenado, invasao e
metastase de células epiteliais (Figura 1.7) (Christofori & Semb, 1999; Wu et
al.,, 2017). A diminuicdo da expressdo da E-caderina, acompanhada da
elevacdo de N-caderina, um marcador mesenquimal, contribuem para a perda
de adesao entre células tumorais e este processo é observado em cancer de
mama do subtipo triplo-negativo, bem como em tumores que superexpressam
Her2 (Li et al., 2017). Além de aumentar o potencial migratdrio de células triplo-
negativas MDA-MB-231 e BT549, a diminuicdo dos niveis de E-caderina estdo
associados a resisténcia no cancer de mama (Lombaerts et al., 2006; Ciriello et
al., 2015). Células MCF-7 e MDA-MB-231 superexpressando Twist, Snail e
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FOXC2, apresentaram aumento da atividade e expressdo de proteinas
transportadoras da familia ABC e passaram a ndo responder ao tratamento
com DOX (Saxena et al.,, 2011). Diversos estudos tém associado a
superexpressdao de bombas de efluxo, como a Pgp, a células de cancer de
mama com caracteristicas mesenquimais, sendo estas células resistentes a
antraciclinas e taxanos (Li et al., 2009; Yang et al., 2014a). Ademais, a alta
expresséo e intensa atividade de N-caderina e diminuigdo ou mutagdes em E-
caderina sao eventos correlacionados com agressividade, elevada mortalidade
e um pior progndéstico em pacientes com cancer de mama (Onder et al., 2008;
Polyak & Weinberg, 2009; Hollestelle et al., 2010; Ciriello et al., 2015).

Outro importante regulador da progressdo do ciclo celular € o fator de
transcricdo o FOXM1, que esta também associado a um pior progndstico,
acometimento de linfonodos e menor sobrevida de pacientes com céancer de
mama (Bergamaschi et al.,, 2014; Ahn et al., 2015). Além de regular a
expressdo de Snail, ja foi demonstrado que a inibicdo de FOXML1 resultou na
diminuicdo da migracédo de células de cancer de mama através da modulacao
de fatores envolvidos na degradacdo da matriz extracelular, MMP-2 e MMP-9
(Balli et al.,, 2013; Ahmad et al., 2010). Yang e colaboradores demonstraram
que FOXML1 regula transcricionalmente Slug inibindo a expressao de E-
caderina e levando a um aumento de expressao de Vimentina em células ndo
neoplasicas de mama MCF10A. Ensaios in vivo demonstraram que a
superexpressdo de FOXM1 promove metastase de células tumorais de mama
MCF-7 e em amostras de pacientes esta superexpresso em tumores triplo-
negativos, que apresentam caracteristicas mesenquimais e metastaticas
(Vuoriluoto et al., 2011; Yang et al., 2013; Song et al., 2017).

Estudos envolvendo estratégias que tém por objetivo modular e inibir
marcadores envolvidos na resisténcia a drogas e metastase tém sido
propostos. Em células MCF-7 e MDA-MB-231, a salinomicina, reguladora
negativa de proteinas associadas a TEM, diminuiu a expressdao de BCRP
aumentando a sensibilizagdo dessas células a DOX (Hermawan et al., 2016).
Em outro estudo, a utlizacdo de disulfiram, um membro da familia
ditiocarbamate, foi efetivo em reverter o fendtipo TEM de células tumorais de
mama in vitro e in vivo, a partir da inibicdo de proteinas envolvidas no processo
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de migragdo e quimiorresisténcia, como Snail e ERK (Han et al., 2015). Em
células MDA-MB-231 foi demonstrado que a inibicdo de FOXML1 resultou em
células com caracteristicas mais epiteliais, como maior expressdo de N-
caderina, menor potencial migratério e reducdo de RNAm da Vimentina, Slug,
Snail e Twist (Yang et al. 2013).

Em conclusdo, a resisténcia a multiplas drogas estd associada ao
fenotipo mesenquimal de células tumorais, o que contribui para evaséo e
migracdo celular. A TEM pode contribuir para a recorréncia de um tumor e para
a metéstase (Takebe et al., 2011). A busca por novas estratégias terapéuticas
gue possam sobrepujar mecanismos de resisténcia a drogas e modular os
processos relacionados a migracdo e invasdo celular, é de extrema

importancia.

1.4 Interface entre as proteinas inibidoras da apoptose e o processo de

migracao e metastase

A TEM é caracterizada por eventos que estao relacionados a perda da
polarizacéo apical-basal e juncdes celulares, reorganizacao do citoesqueleto e
regulacdo da motilidade, além da diminuicdo da expressdo de marcadores
epiteliais como E-caderina e superexpressao de marcadores mesenquimais,
como Vimentina e N-caderina (Lima et al., 2016). A ades&o celular também é
modificada durante a metastase de células tumorais, pois regula a proliferacao
celular e vias de sobrevivéncia mediadas por integrinas. As integrinas exercem
importante papel regulatério da proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacao
celular através da sua interacdo com proteinas intracelulares como PI3K/AKT e
p53/p63, que levam ao recrutamento de Snail, desencadeando a sobrevivéncia
e migracao celular (Li et al., 2011, Banyard & Bielenberg, 2015).

Adicionalmente ao potencial migratorio, além de evadir a apoptose,
células em TEM regulam mecanismos de senescéncia. O fator de transcricdo
Twist pode inibir proteinas supressoras e reguladoras do ciclo celular como p16
e p21, impedindo que a célula entre em senescéncia (Ansieau et al., 2008).

Outros fatores de transcricdo como STAT3, quando fosforilados, podem
ativar a expressao de proteinas inibidoras da apoptose, como Survivina, Mcl-1
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e Bcl-xL no cancer de mama (Hsieh et al., 2005; Sinibaldi et al., 2001). A
proteina Mcl-1 contribui para a sobrevida de células tumorais e tem sido
associada a células de mama com subtipo triplo-negativo, que apresentam
caracteristicas mesenquimais (Balko et al., 2014). Entretanto, a partir da co-
tranfeccdo de células MCF-7 que passaram a superexpressar STAT3 e Mcl-1,
foi demonstrado que a interacdo entre ambas promoveu atividade pro-
apoptética da proteina Mcl-1, quando essas células foram tratadas com
horménios esteroidais. Além disso, houve aumento da expressdo de E-
caderina e citoqueratinas e diminuicdo de N-caderina e Vimentina. O mesmo
nao foi observado quando a superexpressdo de STAT3 e Mcl-1 se deu de
forma isolada, onde verificou-se pronunciada invasédo celular e aumento da
expressdo de MMP-2 em células MCF-7 (Renjini et al., 2014).

A Survivina € comumente expressa em tecidos embrionarios e pouco
expressa em tecidos normais adultos (Garg et al.,, 2016). Entretanto, em
algumas células tumorais, a Survivina encontra-se superexpressa e esta
associada ao aumento de proliferacédo, por ativacdo da via de PI3K/AKT/WNT,
e angiogénese, mediada por VEGF (Morinaga et al., 2004; Tran et al., 2002).
Siddharth e colaboradores demonstraram que o silenciamento da Survivina em
linhagens de céancer de mama MCF-7 e T47D reduziu a invasividade celular e
inibiu a TEM induzindo a apoptose (Siddharth et al., 2016). Foi também
verificado que células MCF-7 silenciadas para c-IAP1 por siRNA ou com
mimétidos de Smac, apresentaram supressao da taxa migratéria quando
comparada com células MCF-7 que expressavam c-IAP1 selvagem, sugerindo
um papel pro-migratério dessa proteina (Lopez et al., 2011). A XIAP também
apresenta um importante papel na regulacdo da migracdo celular. Kim e
colaboradores demonstraram que a caveolina-1 pode ligar-se a XIAP através
do dominio BIR3, formando um complexo XIAP-caveolina-1-integrina-5,. Este
complexo interage intracelularmente com FAK, uma quinase de adeséo focal, e
ativa ERK, culminando com a migracgéo celular. Entretanto, com a inibicao de
XIAP o complexo fica incompleto e a migracéo nao ocorre (Kim et al., 2010).

Em outros modelos tumorais, a interrelagdo entre as proteinas que
regulam a apoptose e a transicao epitélio-mesénquima também ja foi sugerida.
Avaliando células de cancer de péancreas, foi observado que a diminuicdo da
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expressdo de XIAP e Survivina resultou em aumento de expressao de E-
caderina e diminuicdo de Slug (Yi et al., 2015). A inibicdo simultanea de XIAP e
Survivina resultou em aumento da expresséo de PTEN e diminuigdo de pAKT,
revertendo o fendtipo mesenquimal (Yi et al., 2015). A via de sinalizacéo
PTEN/PI3K/AKT, regula a ativacdo de oncogenes induzida pela localizacéo de
AKT na membrana celular, desencadeando vias associadas a migracao
(Carnero et al.,, 2008). Em células de cancer de colo retal, HCT116 foi
demonstrado que a inibicdo de XIAP resulta na diminuicdo da migracéo celular
que pode ser dependente do dominio RING. O dominio RING interage com
Rho-GDI mediando a motilidade celular por regulacédo do citoesqueleto de
actina (Liu et al., 2011).

Os mecanimos que regulam a apoptose e a TEM apresentam-se
intercorrelacionados, porém ainda precisam ser melhor elucidados. De fato, a
desregulacdo da apoptose contribui para o fenétipo mesenquimal e resistente
de uma célula levando a um potencial metastatico e TEM. Desta forma, a
compreensao de ambos os eventos é indispensavel para melhor entender os
efeitos biolégicos observados em células tumorais de mama que apresentam

diferentes fendétipos e respostas ao tratamento.

1.5 Novas estratégias para o tratamento in vitro de células tumorais de

mama

1.5.1 Composto LQB-223

Diante do contexto da resisténcia a multiplas drogas e da toxicidade
associada ao tratamento quimioterapico, faz-se crucial desenvolver moléculas
com acdo antineoplasica mais eficiente e seletiva. Dessa forma, foi
estabelecida uma colaboracdo com a equipe de pesquisadores do Laboratério
de Quimica Bioorganica da Universidade Federal do Rio de Janeiro e da PUC-
Rio (Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro), que realizam o
planejamento e sintese organica de novos compostos com potencial
antitumoral. Estes compostos vém sendo testados em diversas linhagens
neoplasicas; dentre leucemias e tumores solidos, como por exemplo,
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melanoma, apresentando atividade antineoplasica para tais modelos (Buarque
et al., 2011; Maia et al., 2011; Nestal de Moraes et al., 2014). Dentre esses
compostos, o LQB-118, um hibrido derivado do lapachol e naftoquinonas (Netto
et al., 2010), apresentou toxicidade no tratamento das linhagens de leucemia
mieldide cronica (LMC) K562 e a resistente a vincristina K562-Lucena (Maia et
al., 2011), bem como de células de leucemia mieldide aguda (LMA) derivadas
de diferentes subtipos moleculares (de Souza Reis et al., 2013; Nestal de
Moraes et al., 2014). Este composto também foi eficiente no tratamento in vivo
de camundongos B16F10, reduzindo o crescimento do tumor de Ehrlich e
melanoma, sem induzir toxicidade em linfécitos e células da medula 6ssea de
camundongos Swiss (Nestal de Moraes et al., 2014; Salustiano et al., 2016).
Desta forma, iniciamos a investigacdo dos efeitos do LQB-118 em células
tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231. Entretanto, o tratamento para estas
células ndo resultou em efeitos toxicos, como analisado por ensaios de
viabilidade celular e de inducdo de morte celular (dados ndo mostrados).
Posteriormente, novos analogos do LQB-118 foram sintetizados, dando origem
ao composto 1la-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223 (Figura 1.8) O LQB-
223 tem demonstrado uma grande capacidade citotoxica para células
leucémicas FEPS e Lucena-1, que sédo derivadas da K562 e apresentam
superexpressao dos genes ABCB1, (em ambas) e ABCC1 (na FEPS) como
mecanismos envolvidos na resisténcia (Buarque et al.,, 2014). Ao serem
tratadas com LQB-223, essas células apresentaram parada no ciclo celular na
fase G2/M e fragmentacdo do DNA. O mesmo efeito foi observado em células
de LMA resistentes a citarabina, que se mostraram bastante sensiveis ao
tratamento in vitro com o composto LQB-223 (Hancio et al., dados nao
publicados). Em glioblastomas, o tratamento com o LQB-223 resultou em uma
resposta citotoxica superior a induzida pela temozolamida, tratamento padréo
(Guimarées et al., dados nédo publicados). Levando-se em consideracao que 0s
glioblastomas sdo tumores cerebrais com refratariedade a terapia vigente e os
pacientes acometidos apresentam sobrevida média de 12 meses (Dresemann
2010), esses dados tém se mostrado promissores e estdo sendo direcionados
para modelos in vivo de xenoenxertos. Adicionalmente, o tratamento de
esplendcitos de camundongos saudaveis Swiss com 10mM de LQB-223
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resultou em baixa toxicidade, demonstrando um efeito seletivo para células

tumorais deste composto (Buarque et al., 2014).
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Figura 1.8: Estrutura molecular do composto LQB-223.

Além de eficiente no tratamento de células de tumores sélidos e
hematoldgicos, o LQB-223 também se mostrou promissor no tratamento da
malaria. A avaliacdo in vitro de P. falciparum demonstrou que o LQB-223 liga-
se de forma seletiva a Pftopoisomerase | deste parasita, que apresenta 42% de
similaridade com a topoisomerase | humana (Reguera et al.,, 2006). A
topoisomerase é um potencial alvo para o tratamento da malaria.
Adicionalmente, experimentos in vivo demonstraram que o tratamento com o
composto LQB-223, de camundongos infectados com P. berghei, mostrou
atividade similar a cloroquina, farmaco indicado para profilaxia e tratamento da
malaria (Cortopassi et al., 2014). De forma consistente, nosso grupo observou
que o LQB-223 foi capaz de inibir a atividade da enzima topoisomerase aq,
agindo como um inibidor catalitico, sem intercalar no DNA. Neste trabalho foi
também demonstrado que o LQB-223 inibe a viabilidade e induz parada no
ciclo celular das células U937-R e CEM-R, linhagens de LMA e LLA
respectivamente, que superexpressam Pgp e BCRP (Pereira et al., manuscrito
em preparo visando submisséo).

Recentemente, foi demonstrado, através de técnicas envolvendo
espectroscopia, que o LQB-223 interage com residuos de DNA a partir de um
processo hidrofobico (Silva et al., 2017). Essa interagcdo nao causa
fragmentacdo do DNA, mas ocasiona alteragdes na molécula, apontando para
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as primeiras evidéncias em relagdo ao mecanismo de acdo primario do
composto. A ligagdo de compostos bioativos ao DNA vem ganhando bastante
atencao na literatura, visto que o DNA é um dos principais alvos do ponto de
vista terapéutico em neoplasias (Silva et al., 2017).

A atividade antitumoral do composto LQB-223 vem sendo atribuida ao
grupamento Tosil da molécula quimica, visto que a sua substituicdo por um
grupamento Mesil ou Benzoil levou a uma dréstica reducdo do efeito citotoxico
em células de leucemia (Buarque et al., 2014). A inclusdo do grupamento Tosil
em outros compostos sintéticos derivados de Aza-carbapterocapano e 6,11-
diidro-5H-benzo[a]cabazol foi eficiente em apresentar toxicidade seletiva em
células MCF-7 e MDA-MB-231. A avaliacdo in silico desses compostos
apresentou descritores para baixo ou ausente risco de toxicidade e valores
comparaveis ao tratamento com daunorrubicina, quimioterapico utilizado para o
tratamento da LMA (Mendes et al., 2018). O conjunto desses dados nos
questionou quanto a possivel atividade antineopléasica de composto LQB-223

em células de cancer de mama, nos levando ao desenho inicial desse projeto.

1.5.2 Desenvolvimento de modelos com culturas tridimensionais in
vitro

Para melhor compreender o efeito de novas estratégias terapéuticas no
tratamento de células tumorais e estreitar as semelhancas entre experimentos
in vitro e in vivo, o uso de novas tecnologias que mimetizam tumores solidos €
de grande relevancia. O tratamento de células tumorais distribuidas em
monocamada em garrafas de cultura de poliestireno € uma pratica comum e
pouco custosa para avaliacdo dos efeitos de novas drogas e vias de
sinalizacdo (Kim et al., 2004). Esta pratica, no entanto, apresenta limitacdes
gque desfavorecem uma avaliacdo mais aprofundada sobre a interacao celular,
comunicacgdo entre as células e com a matriz extracelular (Ding et al., 2018).
Em conformacéo 2D, a distribuicdo dos nutrientes para as células ocorre de
forma homogénea, o que nédo fornece semelhanca fisiolégica com o observado
em tumores solidos in vivo (Mehta et al., 2012). Em contrapartida, o
crescimento celular em conformacdo tridimensional confere uma maior
semelhanca com os tumores sélidos. Nessa conformacéo, a distribuicdo dos
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nutrientes e das drogas utilizadas para o tratamento ocorre de forma
diferenciada, dependendo da comunicacao e difusdo entre as células, o que
confere uma maior resisténcia ao tratamento (Figura 1.8) (Kim et al., 2004;
Ding et al., 2018). Como exemplo, células MCF-7 e BT474 em conformacao
tridimensional quando tratadas com Adriamicina e Paclitaxel apresentaram-se
resistentes ao tratamento quando comparadas com células tratadas em

monocamada (Imamura et al., 2015; Ding et al., 2018).
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forma homogénea condicionado
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resistente as drogas resistente as drogas
* Nao ha diferentes + Diferentes
microambientes microambientes

Figura 1.9: Quadro comparativo entre os modelos de cultura bi (2D) e
tridimensional (3D).

Em culturas tridimensionais observa-se a formacdo de diferentes
microambientes, visto que as células do centro do esferdide ndo recebem a
mesma demanda de oxigénio e nutrientes que as células da superficie,
podendo resultar em um centro hipoxico e necrotico (Mehta et al., 2012).
Tipicamente, é observado que enquanto as células da superficie dos esferdides
estdo em proliferacdo, as do centro encontram-se quiescentes (Lin & Chang,
2008). Células cultivadas em conformacédo 2D e 3D apresentam diferencas
morfolégicas e na expressao génica. As respostas celulares ao ambiente
hipéxico sao reguladas pelo fator induzivel por hipdxia (HIF), que ativa vias de
sinalizacdo que promovem a vascularizacao, proliferacdo e metastase (Schito
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& Semenza, 2016; Zeng et al., 2015). A hipdxia observada em esferdides de
células tumorais de mama regulam importantes eventos associados a
resisténcia (Wang et al., 2018). Além de apresentarem um fenotipo mais
resistente, células de mama em conformacdo 3D, MCF-7 e MDA-MB-231,
passaram a expressar altos niveis do fator de transcricdo Snail e elevados
niveis de HIF-1, revelando que a hipoxia também contribui com um fendtipo
mesenquimal (Kim et al., 2014). Estes dados corroboram com achados
anteriores que demostraram que a hipéxia induziu a expressdo RNAmM de Snail
em células de cancer de ovario (Imai et al., 2003)

Foi também observado que células BT474 e MCF-7 em conformacao
tridimensional passaram a expressar altos niveis de Pgp devido a ativacao do
HIF-1, que promove a regulacao transcricional do gene MDR-1. Devido a isto, o
tratamento da cultura tridimensional de MCF-7 apresentou menor acumulo de
doxorrubicina intracelular e, consequentemente, mostrou-se mais resistente ao
tratamento (Breslin & O’Driscoll, 2016; Doublier et al., 2012). Células BT474 em
cultura 3D passaram a expressar altos nives de AKT, pAKT, ERK e receptores
da familia EGFR, proteinas associadas a sobrevivéncia (Breslin & O’Driscoll,
2016).

De acordo com as caracteristicas celulares e morfolégicas e a
metodologia utilizada, as culturas tridimensionais podem ser classificadas em
diferentes nomenclaturas. Froehlich e colaboradores classificaram as culturas
3D quanto ao grau de compactacdo em: esferéides, mdultiplos pequenos
esferdides, agregado compacto, agregado frouxo e células singulares em
suspensao (Figura 1.9) (Froehlich et al., 2016). De acordo com seus achados,
a técnica de sobreposicdo liquida, que consiste em adicionar células a uma
placa de 96 pogos com fundo nao aderente, favorecendo a formacdo de
estruturas tridimensionais por adesao intracelular, € um eficiente método para o
estabelecimento de esferbides de células MCF-7 e agregados compactos de
MDA-MB-231 (Froehlich et al., 2016). A eficiéncia da técnica ainda depende do
tipo de fundo do pogo e da marca da placa utilizada. Essa classificacdo nos
auxilia a identificar as culturas, nomear corretamente e entender as
caracteristicas intercelulares. Uma vez estabelecidas, as culturas
tridimensionais, podem ser submetidas a avaliacdo de diversos parametros,
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utilizando metodologias conhecidas como: ensaios de viabilidade, RT-PCR,
imunohistoquimica, imunofluorescéncia, Western blotting, ensaios de migracao
e co-culturas heterogéneas para avaliar toxicidade de drogas. A interacéo
célula-célula, os diferentes microambientes e a resisténcia inerente aos
modelos tridimensionais, permitem uma melhor transposicéo e similaridade dos
resultados encontrados in vitro para a realidade in vivo. Isto encoraja a
continuidade dos estudos com modelos in vivo, que demandam mais recursos,

apoio cientifico e questdes éticas.

Mdiltiplos pequenos Agregado
esferdides compacto

Células singulares em

Esferdide =
suspensdo

Agregado frouxo

Figura 1.10: Classificacdo das estruturas celulares 3D de acordo com a
morfologia dos agregados. Adaptado de Froehlich et al., 2016.

1.6 Justificativa para o estudo

No Brasil, as taxas mortalidade do cancer de mama sao bastante
elevadas, muito provavelmente porque as pacientes sdo diagnosticadas em
estadios avancados da doenca (INCA, 2018). O tratamento padrdo para esta
neoplasia baseia-se na utilizacdo de antraciclinas associadas aos taxanos ou a
ciclofosfamida e fluorouracil (Burnell et al., 2010). Apesar de serem apropriados
para o tratamento do cancer de mama, e a despeito dos crescentes avancos
terapéuticos, ainda se faz necessario o aumento das taxas de sobrevida global
em pacientes com cancer de mama. Devido a heterogeneidade da doenca, que
pode ser subdivida histologicamente em 4 subtipos, Luminal A, Luminal B, Her-
2 e triplo-negativo, ndo ha aplicabilidade de um protocolo Unico. Dentre os
subtipos de cancer de mama, o triplo-negativo acomete cerca de 15% dos
casos e estd associado a maior agressividade, comprometimento de linfonodos
e menor sobrevida global (Sharma, 2016). Ademas, a auséncia de receptores
hormonais e Her2 resulta na utilizacdo de protocolos terapéuticos sem
direcionamento molecular e assim, baseados apenas na quimioterapia. Este

panorama desfavoravel se agrava, principalmente, com o desenvolvimento de
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resisténcia a mdultiplas drogas, caracterizada por inumeros e distintos
mecanismos moleculares. Este fator tem sido apontado como responsavel pela
ineficiéncia da quimioterapia em cerca de 80 a 90% de pacientes com cancer
de mama metastético (Longley & Johnson, 2005; Cherdyntseva et al., 2017). A
quimiorresisténcia no cancer de mama esta associada, dentre varios fatores, a
superexpressao de proteinas como XIAP, Survivina, FOXM1 e Mcl-1 (Nestal de
Moraes et al., 2015; Ali et al., 2016).

Ademais, o tratamento com DOX e DTX tem sido associado ao aumento
de efeitos colaterais para as pacientes, sendo principalmente evidenciado por
toxicidade cardiaca e hematoldgica. Neste contexto, a investigacdo de novos
compostos com a finalidade de sobrepujar os mecanismos de resisténcia,
agindo de forma eficiente também para os subtipos mais agressivos, bem
como, apresentando menor toxicidade para células ndo neoplasicas € de
extrema importancia.

O composto LQB-223, 1la-N-Tosil-5-deoxi-pterocarpano, vem sendo
estudado pelo nosso grupo, devido a sua capacidade citotoxica demonstrada
em células tumorais com diferentes fenotipos de resisténcia a drogas, como
células leucémicas FEPS e Lucena-1. Adicionalmente, o tratamento de
esplenécitos de camundongos Swiss com LQB-223 resultou em baixa
toxicidade, demonstrando um efeito seletivo para células tumorais (Buarque et
al., 2014). Dados preliminares demonstraram que o tratamento baseado no
composto LQB-223 de células de LMA resistentes a citarabina e células de
glioblastoma apresentou efeito citotdxico, sobrepujando 0os mecanismos de
resisténcia associados a essas células. Desta forma, justifica-se o estudo do
LQB-223 como um promissor composto para o tratamento de células tumorais
de mama, a fim de compreender os seus efeitos e contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento e bem-estar de

pacientes acometidas com essa neoplasia.

35



2.

Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos antitumorais do composto sintético LQB-223 em

células de cancer de mama.

2.2 Objetivos especificos

X/
L X4

Avaliar os efeitos citotoxicos do composto LQB-223 em células
derivadas de cancer de mama apresentando diferentes subtipos
moleculares;

Avaliar os efeitos citotoxicos do composto LQB-223 em células nao
neoplasicas de mama,;

Identificar os efeitos do composto LQB-223 na distribuicdo do ciclo
celular e na modulacéo da expressao de proteinas relacionadas;
Verificar se o composto LQB-223 induz morte celular mediado por
apoptose nas células de cancer de mama,;

Avaliar a modulacao das proteinas associadas a resisténcia as drogas
como potenciais alvos para o tratamento com o composto LQB-223;
Avaliar a taxa migratoria e a motilidade celular das células de cancer de
mama mediante o tratamento com o composto LQB-223;

Identificar os efeitos do composto LQB-223 na viabilidade celular das
culturas de cancer de mama em conformacao 3D;

Verificar os efeitos do composto LQB-223 na migracdo celular das

culturas cancer de mama em conformacéo 3D.
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3. Material e Métodos

3.1 Culturade células

A metodologia empregada para investigar os efeitos do LQB-223 em
células de mama tem como base a utilizagdo de trés linhagens: MCF-7, MDA-
MB-231 e HB4a. A linhagem MCF-7 € derivada de carcinoma de mama ductal
invasivo, e apresenta o gene TP53 selvagem, com expressédo dos receptores
de estrogeno e progesterona e niveis basais do receptor epidermal Her2/neu
(Katayose et al., 1995; Nagaraja et al., 2006). A linhagem MDA-MB-231,
também derivada de carcinoma de mama ductal invasivo, quando comparada
com a linhagem MCF-7, apresenta um fenotipo mais agressivo e menos
responsivo as drogas utilizadas no tratamento do cancer de mama (Katayose et
al., 1995; Nagaraja et al., 2006). Em parte, essas caracteristicas podem ser
atribuidas a presenca de mutacdo no gene TP53 e auséncia de receptores de
estrogeno, progesterona e Her2/neu. De acordo com a classificacdo
imunohistoquimica utilizada na clinica, essas linhagens correspondem a
diferentes subtipos, sendo a MCF-7 classificada como Luminal, enquanto que a
MDA-MB-231 como triplo-negativa. Além das células tumorais, a linhagem
HB4a foi utilizada para verificar a toxicidade do composto LQB-223 em células
nao neoplasicas de mama. A HB4a € originada de células epiteliais luminais de
mama e imortalizada usando um vetor retroviral anfotréfico para transduzir o
recombinante tsA58-U19 do mutante SV40 do gene do antigeno T. Esta
linhagem apresenta fendtipo negativo para o0s receptores hormonais de
estrogeno e progesterona, e niveis basais do receptor Her2 (Stamps et al,.
1994; Trapé et al., 2012

As linhagens foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium - Gibco; BRL, UK), suplementado com 10% de soro fetal
bovino SFB (Gibco) com adigéo de penicilina e estreptamicina na concentracéo
de 1 pL/mL. A linhagem HB4a foi também suplementada com hidrocortisona e
insulina a 5 pM. As células foram mantidas em estufa umida a 37°C e 5% CO..

As linhagens foram genotipadas de acordo com os seus perfis STR (Short
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hY

Tandem Repeats) e monitoradas periodicamente quanto a infeccédo por

micoplasma.
3.2 Agentes citotéxicos utilizados no tratamento das linhagens celulares

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do composto 11a-N-
Tosil-5-deoxi-pterocarpano, LQB-223, em células de cancer de mama de
diferentes subtipos. O composto LQB-223 foi cedido e sintetizado em
colaboracdo com o Laboratorio de Quimica Bioorganica, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Departamento de Quimica da Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC-RIO), como descrito por
Buarque et al. 2014. Para uso, o composto foi diluido em dimetilsulfoxido
(DMSO), e testado nas concentragdes de 1, 2.5, 5, 10, 15 e 20 uM. Como
controle, o DMSO foi utilizado em concentra¢des equivalentes ao composto.

Para compreender se o LQB-223 apresenta citotoxicidade semelhante
ou superior ao tratamento usual, parte dos experimentos também foi realizada
em comparacdo com o0s quimioterapicos DTX (Docelibbs® Libbs) e DOX
(Rubidox, Bergamo). As drogas foram mantidas a temperatura de -20°C e
utilizadas nas respectivas concentracées 100 nM e 1 uM (Gewirtz, 1999;
Hernandez-Vargas et al., 2007).

3.3 Analise das alteracdes morfolégicas induzidas pelo tratamento com
0S compostos LQB-223, DTX e DOX.

Para avaliar possiveis variacbes morfologicas, as células foram tratadas
com LQB-223, DTX e DOX por 24, 48 e 72 horas. Ao final de cada tempo, as
células foram observadas e fotografadas por um microscopio 6tico invertido
(Axio Observer.Z1, Zeiss) com magnificéncia de 10 x. As imagens s&o

representativas de trés experimentos independentes.

3.4 Avaliacao da citotoxicidade pelo ensaio de MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide), descrito por Mosmann em 1983, consiste em quantificar as células
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metabolicamente ativas que estéo aptas a incorporar o sal de MTT, reduzindo-
0 a cristais de formazan, que apresentam a coloracdo azul. Com esse ensaio, é
possivel inferir se o tratamento com os diferentes compostos do estudo
induzem citotoxicidade celular.

Para avaliar esse efeito, um total de 10* células foram cultivadas em
placas de 96 pocos. ApGs 24 horas, tempo necessario para a adesao celular,
as células foram tratadas com LQB-223 nas concentrac¢fes de 1, 2.5, 5, 10, 15
e 20 uyM. A DOX foi utilizada na concentragdo de 1 uM e o DTX, 100 nM. Os
tempos de exposicao a essas drogas foram de 24, 48 e 72 h e, posteriormente,
as ceélulas foram submetidas ao ensaio de MTT.

Para mensurar a atividade metabdlica celular, uma solu¢do contendo o
MTT 5mg/mL foi adicionada a cada poco e ap6és 3 horas de incubacdo em
estufa de CO, a 37°C, os cristais de formazan formados pelas células foram
dissolvidos em DMSO. A placa foi lida em leitor de microplaca (EZ Read 400
Microplate Reader, Biochrom) no comprimento de onda de 492 nm. As
concentracfes e os experimentos foram feitos em triplicata, e a estatistica foi
realizada considerando o desvio padrdo da média de cada experimento
independente e o valor de p maior ou igual a 0,05. Os valores relativos das
medidas da absorbancia foram normalizados com o controle experimental de

cada condicao.
3.5 Ensaio de Formacéao de Colbnias

O ensaio de formacdo de colbnias, também conhecido como ensaio
clonogénico. O corante cristal violeta foi utilizado para corar as colbnias
formadas. Esse corante tem afinidade por acidos nucléicos, corando as células
tornando possivel estimar o crescimento celular.

Para o experimento, um total de 2 x 10° células foram cultivadas em
placas de seis pocos e ap0s a aderéncia, as células foram submetidas ao
tratamento com LQB-223, DTX ou DOX por 24 h. Apds esse intervalo, 0s
compostos foram removidos e a cultura foi adicionado meio de cultura livre de
droga. A formacdo das colbnias foi observada até o 14° dia quanto entao,
foram lavadas com PBS (solugao salina de fosfato), fixadas em etanol absoluto
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e coradas com cristal violeta a 0,5%. Apds a coloracdo, as colonias foram
lavadas com agua e mantidas em temperatura ambiente para secagem dos
pocos. Por fim, os cristais foram dissolvidos em acido acético glacial a 33% e o
conteado mensurado em densidade o6tica de 595 nm em leitor de placa (EZ
Read 400 Microplate Reader, Biochrom). Os valores relativos das medidas da
absorbancia foram normalizados com o controle experimental de cada

condicao.

3.6 Identificacdo da morte celular por marcacdo de Anexina V/PI

A fosfatidilseria (FS) presente na face interna da membrana plasmaética,
quando exposta ao espaco extracelular caracteriza um dos eventos da
apoptose. A Anexina V tem afinidade pela FS, portanto células marcadas com
Anexina V podem ser classificadas nos estagios iniciais da apoptose (Crowley
et al., 2016) Em contrapartida, o lodeto de Propideo (PIl) € um intercalante de
DNA utilizado como um marcador de morte celular tardia e necrose (Crowley et
al., 2016). O PI apresenta um elevado peso molecular e, consequentemente,
intercala-se ao DNA somente quando a membrana plasmatica esta
comprometida e permeéavel (Rieger et al., 2011). A marcacédo das células com
Anexina V e lodeto de Propideo (PI) permite identificar diferentes tipos de
morte celular. Para a marcacédo, as células MCF-7 e MDA-MB-231 foram
tratadas com LQB-223, DTX ou DOX durante 24, 48 e 72 horas.
Posteriormente, as células foram submetidas a tripsinizacdo e mantidas em
PBS/BSA (albumina bovina sérica) a 2% por 30 minutos para restabelecimento
da membrana plasmatica. Apos a centrifugacdo a 2000 rpm durante 5 minutos,
as células foram incubadas com 5 pug/ml de Anexina V — Alexa Fluor 488 (Life
Technologies; Carlsbad, California, EUA) e tampéao de ligagdo por 15 minutos.
Apoés esse tempo, foi acrescida uma solucdo de Pl (50 ug/ml Pl diluido em
tampéao citrato 4mM e 0,3% Triton X-100) na concentragdo final de 5 pg/mL. A
fluorescéncia emitida a partir da Anexina V e PI foi capturada pelo citbmetro
CyAn ADP (Beckman Coulter Inc; Brea, CA, US). O software Summit v4.3

(Fullerton, CA, US) foi utilizado para analise dos dados.
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3.7 Andalise da distribuicdo do ciclo celular por quantificacdo do
conteudo de DNA

Para analisar a distribuicdo das fases do ciclo celular nas linhagens
MCF-7 e MDA-MB-231, foi realizada a quantificacdo do conteddo de DNA. Para
tal, um total de 5 x 10° células foram tratadas com LQB-223, DTX e DOX por
24, 48 e 72 h, tripsinizadas e lavadas com PBS. Posteriormente, foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos e ao pellet formado, foram
adicionados 500 uL de RNase (ribonuclease A 100 pg/mL diluida em tampéo
citrato 40 mM) e 500 pL da solugcdo de PIl. A aquisicdo das amostras foi
realizada por citometria de fluxo, utilizando o citometro CyAn ADP (Beckman
Coulter Inc; Brea, CA, US) e a analise dos dados foi realizada pelo software
Summit v4.3 (Fullerton, CA, US).

3.8 Deteccéo da expresséao de proteinas por Western blotting

Para confirmar os resultados obtidos no ensaio de morte celular por
marcacdo de Anexina V/PI, foram avaliados os niveis proteicos das pro-
caspases -3, -7 e -9, proteinas envolvidas na cascata apoptotica (Kadam &
Abhang, 2016). Além disso, com o intuito de identificar possiveis alvos
moleculares para o LQB-223, foi avaliada a expressdo das proteinas p53,
p21“P1 XIAP, Survivina, c-IAP1, c-IAP2, Smac/DIABLO, MCL-1, Bcl-2, FOXM1
e topoisomerases Il alfa e Il beta. As células foram submetidas ao tratamento
com LQB-223 durante 0, 8, 24 e 48 horas para a melhor compreensédo da
modulacdo dessas proteinas. Apds o tratamento, as células foram tripsinizadas
e lavadas com PBS, para obtencao dos pellets. Para a extracao das proteinas,
foi utiizado o Tampédo de Extragdo Celular Invitrogen (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, US) e a quantificacdo das proteinas foi realizada com
o kit Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US), baseado no método de
Lowry (Lowry et al., 1951). As amostras foram preparadas utilizando tampéo
de amostra (115 mM Tris-HCI em pH 6.8; 15% SDS; 10% de glicerol; 100 mM
de 2-B-mercaptoetanol; 0,1% de azul de bromofenol) de forma que ficassem na
concentracédo final de 1 pg/ pL. Um total de 30 pg de proteina foi aplicado no
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gel para posterior corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS/PAGE).
(do inglés, sodium dodecyl sulfate-poliacrylamide gel electrophoresis). O gel de
empilhamento apresenta uma trama mais frouxa, com 5% de acrilamida e
auxilia o nivelamento das amostras. O gel de resolucdo auxilia ha separacao
das proteinas, e apresentou porcentagem de 7, 10 ou 12% de acrilamida,
dependendo do peso molecular da proteina de interesse. A corrida foi realizada
por 1 h a 200 V e as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, US) durante 2 h a 100 V. A
membrana foi bloqueada por 2 h com uma solucdo a 5% de leite em po
desnatado diluido em TBS-Tween (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 150mM de NaCl;
0,2% Tween-20) e incubada a 4°C overnight com o0s anticorpos primarios
(Tabela 3.1). Os anticorpos secundarios anti-mouse (1:40000) (GE
Healthcare®), anti-rabbit (1:40000) (GE Healthcare®), e anti-goat (1:2000), por
sua vez, foram mantidos em temperatura ambiente por 1 h sob agitagéo. Para
a revelacdo das proteinas, foi utilizado o kit ECL (GE Heathcare Life
Technologies, Buckinghamshire, Eng) ou Clarity Max™ (Western ECL
Substrate — BioRad Laboratories, Hercules, CA, US), e a deteccdo da
quimioluminescéncia foi feita pelo c-Digit (Li-cor Biociences, Lincoln, Nebraska,
USA). Os anticorpos Hsc70 e [-actina foram utilizados como controle

constitutivo.
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Tabela 3.1: Anticorpos primarios utilizados na técnica Western blotting

Diluicéo
Anf[icgr_po Peso NUr,nero Marca em Isotipo
primario molecular  catalogo TBS/BSA
2%

FOXM1 110 kDa sc-502 Santa Cruz 1:500 Rabbit
XIAP (3B6) 53 kDa 2045S Cell Signaling 1:1000 Rabbit
c-IAP 1 64 kDa AF8181 R&D Systems 1:2000 Goat
c-IAP 2 68 kDa AF8171 R&D Systems 1:2000 Goat

Mcl-1 40 kDa #4572 Cell Signaling 1:1000 Rabbit

Survivina 16 kDa 2808S Cell Signaling 1:1000 Rabbit

Bcl-2 26KDa ~ Moggy ~ Dakotwtomation .45 ygse
Denmark A/S

DakoCytomation ) .

p53 53 kDa M7001 Denmark A/S 1:500 Rabbit

Smac/DIABLO 22kDa S0941 Sigma Aldrich 1:500 Rabbit

p21 21 kDa #2946 Cell Signaling 1:1000 Mouse

Pr6-caspase-3 32 kDa 610322  BD Biosciences  1:1000  Mouse

Pr6-caspase-7 38 kDa MAB823 R&D Systems 1:1000 Mouse

Pro-caspase-9 46 kDa MAB8301 R&D Systems 1:1000 Mouse

Hsc70 70 kDa sc-7298 Santa Cruz 1:1000 Mouse

B-actina 42 kDa A2228 Sigma Aldrich 1:1000  Mouse

3.9 Avaliacéao da migracao celular pelo ensaio de wound-healing

As alteragcdes na migracao celular induzidas pelo composto LQB-223 em
células neoplasicas de mama foram avaliadas pelo ensaio de wound-healing.
Esse ensaio permite avaliar a taxa de migragdo das células a partir de um risco
artificial em uma monocamada confluente. Dessa forma, é possivel
acompanhar o padréo de migracdo das células das extremidades em direcéo

ao espacgo vazio.
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Para execucdo do ensaio, 3 x 10° células foram cultivadas em placas de
seis pocos e mantidas em estufa imida de CO, a 37°C por 24 h para adeséo a
placa. Apds esse periodo, o meio de cultura com 10% de SFB foi trocado por
outro contendo 0,1% de SFB. A utilizacdo de um meio de cultura suplementado
com menor concentracdo de SFB teve por objetivo reduzir a taxa proliferativa
das células. Apdés 24 h, as feridas foram realizadas com o auxilio de uma
ponteira de 10 pL. Em cada poco, foram feitas trés feridas em diferentes locais,
0 que permitiu a medicdo de nove pontos de migracdo na mesma condicéo
experimental. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e o meio de
cultura com 0,1% de soro, contendo ou ndo o composto LQB-223, foi
adicionado a placa. As placas foram imediatamente fotografadas para que
fosse registrado o ponto inicial da migracdo (tempo 0 h). As células foram
mantidas por 24 h em estufa imida de CO, e foram novamente fotografadas.
As imagens obtidas foram utilizadas para avaliar quantitativamente a distancia
entre as células e consequentemente, a sua taxa de migragcdo. As células
foram observadas e fotografadas em um microscopio otico invertido (Axio
Observer.Z1, Zeiss) com magnificéncia de 10x.

A taxa de migracao foi calculada a partir de uma raz&o entre a area da
borda da ferida (area que continha células) no tempo 24 h e a area encontrada
em O h. Esta razdo permitiu mensurar o espaco que fora ocupado pelas células
no intervalo de 24 h e, portanto, estimar a taxa de migracdo. As medidas
referentes a distancia entre as células nas extremidades opostas foram obtidas
através do software ImageJ (NIH - ImageJ 1.49v, Madison, WI, USA).

3.10 Avaliacao da proliferagcdo com cristal violeta

Como controle experimental do ensaio wound-healing, foi realizada a
monitoracdo da proliferacdo celular com meio de cultura contendo 0,1% SFB.
Para isso, foram cultivadas 10* células em cada poco da placa de 96 pocos.
Para comparacdo, as células foram mantidas em dois grupos de tratamento,
um contendo 0,1% de SFB e outro, 10% de SFB.

Apoés o plagueamento e adeséo, foi feito o tratamento com o LQB-223,
DTX e DOX. As placas foram fixadas com etanol absoluto e coradas com cristal
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violeta a 0,05% nos tempo de 0 h (imediatamente apds a adesdo), 24 e 48 h
apos tratamento com o LQB-223. Apds a secagem, o corante foi dissolvido em
metanol absoluto. A absorbéancia foi obtida no comprimento de onda 595 nm

em leitor de placa (EZ Read 400 Microplate Reader, Biochrom).

3.11 Quantificacdo da motilidade celular pelo ensaio fagocinético de
ouro coloidal

A motilidade celular avaliada pelo ensaio fagocinético de ouro coloidal,
permite mensurar a movimentagdo de uma Unica célula. A movimentacéo
celular é avaliada a medida que as células fagocitam as nanoparticulas de ouro
precipitadas no fundo da placa, dando origem a um rastro, que pode ter a sua
area quantificada. Para a realizacdo do ensaio, uma placa de 24 pocos
contendo 300 pL de BSA a 1%.foi incubada na estufa de CO, a 37°C por 3 h.
Apés a incubacao, os pocos foram lavados com etanol absoluto e 300 uL de
uma solucdo de ouro coloidal foi adicionada. A solucdo de ouro coloidal foi
preparada adicionando-se 3,85 mL de H,O estéril, 630 uL de 14,5 mM AuHClI,
e 2,1 mL de 36,5 mM Na,COs; e levada ao banho-maria a 100°C por 5 minutos
ou até ferver. Apés a fervura, foram adicionados 630 uL de 0,1 % formaldeido.
A adicdo do formaldeido promove a precipitacdo das nanoparticulas de ouro,
formando um tapete uniforme nos pocos apdés o plagueamento. A placa
contendo a solugao de ouro foi mantida na estufa de CO; a 37°C por 24 h. Em
seguida, foram plaqueadas 2 x 10° células por poco com meio de cultura
contendo 10% de SFB. Ap6s a adesao, foi adicionado o meio de cultura
contendo 0,1% de SFB para evitar a proliferacdo e as células foram tratadas
com 20 uM DMSO, 5 e 20 puM LQB-223 e 1 uM de DOX. Apos o tratamento, as
células foram mantidas por 20 h na estufa de CO, a 37°C, para posteriormente
serem fotografadas e terem o rasto quantificado. Os rastros foram fotografados
no microscopio 6tico (Nikon Eclipse TS100) e camera fotografica digital
acoplada ao microscépio (Digital Sight DS-2 Mv, Nikon) e quantificados por
auxilio do software ImageJ (NIH). Um total de 20 rastros, por condicao
experimental, foram escolhidos aleatoriamente para a quantificacdo e as
medianas das medidas foram plotadas em grafico de disperséo.
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3.12 Formacéo de culturas celulares em conformacgéo 3D

Evidéncias recentes sugerem que culturas celulares 3D sdo os mais
eficientes métodos in vitro para avaliagdo de toxicidade de drogas, pois se
apresentam na interface de complexidade entre cultura em monocamada e
experimentos in vivo (Friedrich et al., 2009, Mazzoleni et al., 2009). Os modelos
tridimensionais apresentam protocolos econémicos para estudos pré-clinicos
de desenvolvimento de novos compostos visando o tratamento de tumores
sélidos. Permite ainda mensurar o efeito de compostos sobre a proliferacéo,
migracdo, invasdo e angiogénese tumoral (Friedrich et al., 2007, Vinci et al.,
2012). Assim, o desenvolvimento de culturas 3D utilizando as linhagens do
estudo foi de grande importancia para a compreensao do efeito citotoxico do
LQB-223 na conformacéo tridimensional, tal qual um tumor sélido.

Para a obtencéo dessas culturas celulares, uma solucao contendo 1,5%
de agarose diluida em &gua foi utilizada para cobrir os pocos da placa de 96
pocos. A agarose apresenta componentes que ndo permitem aderéncia das
células ao substrato, favorecendo a interacdo célula-célula, originando um
agregado celular ou esferéide. Para a obtencao de estruturas 3D com diametro
variando entre 300 e 500 uM, como preconizado na literatura (Froehlich et al.,
2016), foram plagueadas 2000 e 6000 células por poco para as linhagens
MCF-7 e MDA-MB-231, respectivamente. As placas foram submetidas a
centrifugacdo a 2000 rpm por 5 min e as células foram mantidas por 72 h em
estufa Umida de CO, a 37°C, tempo estabelecido para a formacdo dos
agregados celulares. Posteriormente, as estruturas tridimensionais foram
tratadas com LQB-223 nas concentracdes de 5 e 20, uM e DOX a 1 uM por 9
dias, com troca parcial do meio de cultura contendo o tratamento no quinto dia
(Figura 3.1). No quinto dia, 100 pL do meio de cultura (metade do volume
inicial) foi descartada e a mesma quatidade foi adicionada a cada poco
contendo a metade da concentracdo do tratamento inicial. A morfologia das
culturas 3D foi periodicamente avaliada utilizando microscopio 6tico (Nikon
Eclipse TS100) e camera fotografica digital acoplada (Digital Sight DS-2 My,
Nikon). Os registros foram realizados nos dias 0, 1, 5 e 9 ap0s o tratamento
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com o LQB-223 e DOX e as condicfes de tratamento foram realizadas em oito

réplicas.
3.13 Avaliacao do volume de culturas celulares em conformacéo 3D

Para avaliar quantitativamente o crescimento das culturas apdés o
tratamento com LQB-223, foi medido o volume das culturas a partir das
imagens obtidas nos dias 0, 1, 5 e 9 (Figura 3.1). Com auxilio do software
ImageJ (NIH) o valor referente ao volume dos esferéides foi obtido a partir da
formula: 4/3*PI()*x"3. Para obtencdo do valor relativo do volume dos esferdides
em cada condicdo, foram utilizadas 8 replicatas. A avaliagdo do crescimento
dos esferoéides foi obtida por uma razéo entre os dias de tratamento e o dia 0.
O resultado final foi expresso em valores relativos de pixels encontrados em

cada imagem.

Dias
sH-2Q- Bol B2B3Q+QsHPoMd7HsHO
e

W

Plaqueamento Tratamento das Troca e reposigéo Dosagem
das estruturas 3D do meio de cultura de APH
estruturas 3D com LQB-223 e contendo LQB-223
DOX e DOX

Figura 3.1: Desenho experimental representando a avaliacdo da
viabilidade e volume das culturas celulares em conformacé&o 3D mediante
o tratamento com o LQB-223 ao longo dos dias. O plagueamento das
células em agarose foi realizado 72 h (dia -3) antes do tratamento das
estruturas com o composto LQB-223 e doxorrubicina (DOX) (dia 0). Nos dias 0,
1, 5 e 9, foram obtidas imagens fotogréaficas para avaliagdo do crescimento das
culturas. Apos 9 dias de tratamento com o LQB-223 (dia 9), foi feita a dosagem
da fosfatase acida (APH) para avaliagdo da viabilidade das estruturas
tridimensionais.

3.14 Avaliacédo de viabilidade celular em cultura 3D através da dosagem

da enzima fosfatase acida (APH)
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O ensaio da fosfatase acida (APH) foi utilizado para avaliar a viabilidade
celular em culturas 3D apds o tratamento com os compostos. A APH pertence
a um grupo de isoenzimas intracelulares que estao ativas em pH entre 4,5 e 7,
e catalisam a hidrolise do éster (p-nitrofenil) em alcool (p-nitrofenol) (Figura
3.2)

Q\ O
0" H,O0 P,
U OH
Fosfatase acida /©/
O,N
NO> p-nitrofenol
p-nitrofenil fosfato
OH-
NaOH

o5
O,N

p-nitrofenolato

Figura 3.2: Atividade da fosfatase acida na conversdo de p-nitrofenil
fosfato em p-nitrofenol. A catélise ocorre em pH 4,8 e apés adicdo de NaOH,
a reacdo é cessada e um composto de coloracdo amarelada (p-nitrofenolato) é
formado.

Para realizar este teste, as células foram plaqueadas e mantidas em
cultura por trés dias para formacdo das estruturas tridimensionais. No dia 0
(Figura 3.1), as células foram tratadas com LQB-223 e DOX e mantidas em
tratamento por nove dias para avaliagéo da atividade de APH (Figura 3.2).

Para dosagem do APH, os esferéides foram transferidos para uma placa
de 96 pocos sem agarose e centrifugados a 2000 rpm por 3 minutos, O
sobrenadante foi desprezado e os esferéides lavados com PBS. A lavagem foi
repetida e em seguida, foram adicionados 100 pL de PBS e 100 pL de uma
solucdo contendo 0,1 M acetato de sddio e 0,1% Triton X-100 (Sigma Aldrich,
St. Louis, Missouri, EUA) e fosfato de 4-nitrofenila (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA), na concentracdo de 2 mg/mL em pH 4,8. A placa foi mantida
ao abrigo da luz durante 1,5 h na estufa de CO, a 37°C, previamente a adicéo
de 10 puL de 1 N NaOH aos pocos. A adicado da base, além de interromper a
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reacao, permite que o radical hidroxila (OH) se ligue ao p-nitrofenil, formando
um composto (p-nitrofenolato) de coloracdo amarela, que pode ser capturada a
405 nm em leitora de placa (EZ Read 400 Microplate Reader — Biochrom).

3.15 Avaliacdo da migracéo de culturas celulares em conformacéo 3D

pelo método de migracdo em gelatina

Para avaliacdo da migracdo das células em conformacao tridimensional,
foram adicionados 300 pL de gelatina de pele de porco (Sigma-Aldrich) 0,1%
diluida em agua a uma placa de 24 pocos. A placa foi mantida na estufa de
CO; a 37°C por 45 minutos, permitindo a formacédo de uma pelicula fina de
gelatina. Apds este tempo, 0 excesso de gelatina foi removido e as estruturas
tridimensionais, pré-formadas (conforme descrito no Item 3.13), foram
adicionadas a cada poco. Apés o tratamento com DMSO, LQB-223 ou DOX, o
perfil de migracdo foi acompanhado durante 24, 48 e 72 horas. Os
experimentos foram realizados com meio de cultura contendo 2% de SFB para
minimizar os efeitos de proliferacéo celular. A medida que as células migram na
gelatina, um halo de células espalhadas e aderidas a gelatina é formado, cuja
area pode ser medida por ferramentas de imagem. Para a quantificacdo da
migracdo, o registro fotogréafico foi feito nos tempos estabelecidos utilizando
microscopio otico (Nikon Eclipse TS100) e camera fotografica digital acoplada
(Digital Sight DS-2 Mv, Nikon). A anélise das medidas dos halos foi realizada
utilizando o software ImageJ (NIH) e a taxa de migracao foi calculada por uma
razdo entre 24 h/0Ohe 48 h/0 h.

3.16 Anéalises estatisticas

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com o auxilio do
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). Para
comparar a diferenca entre as médias de grupos, utilizamos o teste T Student’s
ou One-way ANOVA seguido pelo poés-teste Bonferroni para avaliacdo das
meédias, e Teste Wilcoxon para medianas. Foi considerado um intervalo de

confianca de 95% e valor de p < 0.05 estatisticamente significativo.
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4. Desenho Experimental
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Figura 4.1: Fluxograma ilustrando o desenho experimental do estudo.
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5. Resultados

5.1 O composto LQB-223 possui efeito citotéxico para as células
tumorais MCF-7 e MDA-MB-231.

Apesar de eficiente no tratamento do cancer de mama, o0s
quimioterapicos DTX e DOX apresentam importantes efeitos toxicos para as
pacientes (Murtagh et al., 2016; Panis et. al, 2011). Ademais, a resisténcia a
multiplas drogas representa um importante aspecto para a ineficiéncia do
tratamento (Wang et al., 2011; Wang et al.,, 2014). Desta forma, novos
compostos com a finalidade de sobrepujar os mecanismos de resisténcia, bem
como induzir toxicidade para células tumorais apresentando baixa toxicidade
para células ndo neoplasicas tém se tornado interessantes alvos de estudos,
visando melhorar a qualidade de vida das pacientes em tratamento
quimioterapico. Neste contexto, nosso laboratério vem estudando promissores
compostos sintéticos, dentre eles o LQB-223. Estudos recentes demonstraram
que o LQB-223 induziu toxicidade para células leucémicas e reduzido efeito
toxico para células ndo neoplasicas (Buarque et al., 2014).

Dessa forma, a primeira pergunta do nosso estudo foi investigar se o
composto LQB-223 apresentaria citotoxicidade para células derivadas de
cancer de mama. Assim, realizamos o ensaio de MTT e observamos que o
tratamento com LQB-223 reduziu a formacdo dos cristais de formazan (Figura
5.1a e 5.1b). Para a linhagem MCF-7, a exposicdo durante 48 h na
concentracédo de 5 uM de LQB-223, resultou na reducao de cerca de 20% na
absorbancia, quando comparado com o controle de células ndo tratadas (CTR)
ou com DMSO (p<0.01). Ap6s 48 h o tratamento com 20 uM de LQB-223
apresentou reducéo de 40% (p<0.001) (Figura 5.1a). O efeito se manteve no
tempo de 72 h para concentracdes a partir de 5 yM. Para a linhagem MDA-MB-
231, o tratamento com 20 yM de LQB-223 apds 72 h de exposicao, apresentou
percentuais proximos a 40% de redugéo na absorbancia (p<0,01) (Figura 5.1b).

Além do tratamento com LQB-223, as células foram tratadas com 100
nM de DTX e 1 uM de DOX (Gewirtz, 1999; Hernandez-Vargas et al., 2007).
Para a linhagem MCF-7, ambos os quimioterapicos apresentaram efeito a partir
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de 24 h, e para a linhagem MDA-MB-231, o efeito mais pronunciado foi
observado somente em 72 h (Figura 5.1a e 5.1b).

Posteriormente, confirmamos a citotoxicidade induzida pelo LQB-223
pela avaliagcdo da formacao de coldnias, onde foi verificado que o tratamento
com LQB-223 reduziu o potencial de formacéo de colénias quando comparado
com os pontos CTR e DMSO (Figura 5.2a e 5.2b). O LQB-223 ocasionou
reducdo de 50% da clonogenicidade para ambas as linhagens.

Corroborando com os dados obtidos no ensaio de MTT e clonogénico,
foram observadas alteracbes morfoldgicas nas células MCF-7 e MDA-MB-231
mediante o tratamento com LQB-223 por 48 h. O efeito foi verificado nas
concentragdes de 5 e 20 yM para MCF-7 e 20 uyM para MDA-MB-231 (Figura
5.3 e 5.4). Esses resultados apontam para uma inducdo de toxicidade pelo

composto LQB-223 em células derivadas de cancer de mama.
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Figura 5.1: Alteragdes na viabilidade celular induzidas pelo composto
LQB-223 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231. As células MCF-7
() e MDA-MB-231 (b) foram cultivadas em placas de 96 pocos e, apos 24 h de
adesdao, foram expostas a diferentes concentracdes de LQB-223, 100 nM de
DTX e 1 uM DOX durante 24, 48 e 72h. A analise da viabilidade celular foi
realizada pelo ensaio de MTT e a leitura foi feita a 570 nm. As células tratadas
foram comparadas com o controle de células néo tratadas. O grafico
corresponde as meédias e desvio padréo de trés experimentos independentes.
(Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente
significativo). CTR; células ndo tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DTX;

Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.2: Alteragcdes no padrdo de formacgéo de colbnias mediante o
tratamento com LQB-223 nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231.
As células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram plagueadas e, ap6s 24 h de
adesdao, foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 uM
DOX. Apo6s 24 h de exposicdo aos compostos, foi adicionado meio sem droga e
as células foram mantidas em cultura por cerca de 14 dias. Apos formacao das
colbnias, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta para posterior
dissolucdo em &cido acético a 33 % e a leitura foi feita em 595 nm. Os gréficos
sdo representativos de trés experimentos independentes. (Teste t student;
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo).
CTR; células ndo tratadas, DMSO; dimetil sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX;
Doxorrubicina.
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20 UM LQB-223

Figura 5.3: Alterag6es morfologicas na linhagem MCF-7 ap0s o tratamento
com LQB-223. As células MCF-7 foram plaqueadas e ap6s 24 h de adesao,
foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 uM de DOX.
Apds 48 h de exposicdo aos compostos, fotomicrografias foram feitas para
analise das alteracdes morfolégicas induzidas pelos tratamentos. As imagens
foram obtidas em um microscopio 6tico invertido e séo representativas de trés
experimentos independentes. CTR; células ndo tratadas, DMSO; dimetil
sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.

55



MDA-MB-231

CTR

o 8 L

20 uM LQB-223

%9

Figura 5.4: Alteragbes morfoldgicas na linhagem MDA-MB-231 ap0s o
tratamento com LQB-223. As células MDA-MB-231 foram plaqueadas e apés
24 h de adeséo, foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1
UM de DOX. ApGs 48 h de exposicdo aos compostos, fotomicrografias foram
feitas para andlise das alterac6es morfolégicas induzidas pelos tratamentos. As
imagens foram obtidas em um microscépio 6tico invertido e sédo representativas
de trés experimentos independentes. CTR; células nado tratadas, DMSO; dimetil
sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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5.2 O composto LQB-223 induz toxicidade inferior aos quimioterapicos

DOX e DTX na linhagem de mama ndo neoplasica HB4a

A quimioterapia utilizada na clinica apresenta toxicidade para células
saudaveis de pacientes com cancer de mama. As antraciclinas, como a DOX,
contribuem para inducédo de cardiotoxicidade nessas pacientes, e 0s taxanos,
como DTX, podem induzir um quadro de severa anemia, neutropenia e
trombocitopenia (Murtagh et al., 2016; Panis et. al, 2011). Desta forma, a busca
por NOVOS compostos que sejam menos toxicos para 0s pacientes é de extrema
importancia. Tendo em vista que o tratamento de células saudaveis do sistema
imune de humanos e camundongos ndo apresentou toxicidade mediante o
tratamento com LQB-223 (Buarque et al., 2014), o préximo passo foi avaliar os
efeitos do tratamento em células ndo-neoplasicas de mama. E para tanto,
células HB4a, originalmente extraidas da mama adjacente de uma paciente
portadora de cancer de mama (Stamps et al,. 1994), foram utilizadas.

Com base no ensaio de MTT, foi verificado que o tratamento com 5 e 20
MM de LQB-223 ndo apresentou toxicidade para a linhagem HB4a em nenhum
dos tempos de exposi¢cdo avaliados. Em contrapartida, o tratamento com 100
nM de DTX induziu reducdo da metabolizagéo de sais de MTT a partir de 48 h
de tratamento (p<0.001) e 1 yM de DOX induziu significativa reducao a partir
de 24 h (p<0.01) (Figura 5.5a). Foi também avaliada a capacidade de formacao
de colonias mediante o tratamento com 5 e 20 uM de LQB-223, 100 nM de
DTX e 1 uM DOX e foi verificado que o tratamento levou a diminuicdo na
formacdo de colbnias em todas as concentracdes testadas. Entretanto, o
tratamento com DOX e DTX induziu efeito mais pronunciado na reducéo do
padrdo de formagao de colbnias que o LQB-223 (Figura 5.5b). Ainda para
verificar o efeito citotoxico do LQB-223, foi avaliada a morfologia das células
HB4a ap6s 48 h de exposicdo ao composto e foi observada uma alteracéo
mediante o tratamento com LQB-223 nas concentracdes de 5 e 20 yM (Figura
5.6). Assim como nos outros ensaios, os efeitos de toxicidade foram inferiores
aos induzidos pela DOX e DTX, sugerindo que o composto possa apresentar

efeito preferencial para células neoplasicas.
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Figura 5.5. Alteracfes na viabilidade celular e formacdo de colbnias
induzidas pelo LQB-223 na linhagem celular ndo neoplasica HB4a. As
células HB4a foram plaqueadas em placas de 96 pocos e, apds 24 h de
adeséao, foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 uM DOX
durante 24, 48 e 72h A analise da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio
de MTT e a leitura foi feita a 570 nm. As células tratadas foram comparadas
com o controle de células ndo tratadas (a). Para avaliacdo da formacao de
colénias as células HB4a foram foram plaqueadas e apos 24 h de adesdo,
foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-223, DTX na concentracdo de 100 nM e
DOX a 1 uM. Apds 24 h de exposicao aos compostos, foi adicionado meio sem
droga e as células foram mantidas em cultura por cerca de 14 dias. Apés
formacao das colbnias, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta
para posterior dissolugcdo em acido acético 33 % e leitura em 595 nm (b). Os
graficos sdo representativos de trés experimentos independentes. Os dados
obtidos apds o tratamento com LQB-223 foram comparados com o tratamento
com DMSO, que é utilizado cmo veiculo para diluicdo do LQB-223. Os demais
tratamentos, DTX e DOX foram comparados com o ponto CTR. Além dessas
comparacoes, foram analisadas as diferencas entre os tratamentos, LQB-223 e
DTX e DOX, que estdo representadas com asteriscos sobre os colchetes.
(Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente
significativo). CTR; células ndo tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DTX;
Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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HB4a

Figura 5.6: Alteracdes morfologicas nalinhagem HB4a apds exposicdo ao
LQB-223. As células HB4a foram plaqueadas e, apds 24 h de adeséao, foram
expostas a 5 e 20 uM de LQB-223, 100 nM de DTX e 1 pM de DOX. ApGs 48 h
de exposicdo aos compostos, foram feitas fotomicrografias para analise das
alterac6es morfolégicas induzidas pelos tratamentos. As imagens foram obtidas
em um microscopio Otico invertido (Axio Observer.Z1l, Zeiss) e sé&o
representativas de trés experimentos independentes. CTR; células néo
tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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5.3 O composto LQB-223 altera o perfil do ciclo celular, causando um
arresto em G2/M nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.

O proximo passo do trabalho foi avaliar se o tratamento com LQB-223
estaria alterando a distribuicdo no ciclo celular das linhagens MCF-7 e MDA-
MB-231. Assim, foi analisada a distribuicdo do ciclo celular a partir do contetido
de DNA por incorporagao de PI. Para a linhagem MCF-7, o tratamento com 5
MM de LQB-223 em 24 h resultou em parada no ciclo celular na fase G2/M com
um percentual de 60% (Figura 5.7a). Este efeito também foi observado em 48 h
de tratamento, entretanto, apds 72 h, o percentual de células paradas em G2/M
diminuiu para 30%, enquanto que em G1 aumentou 35% com relagéo ao tempo
de 48 h. Nao foi observado aumento de fragmentacdo de DNA nessa
concentracdo (Figura 5.7a). Quando as células foram tratadas com 20 yM de
LQB-223, houve parada com cerca de 50% de células em G2/M e se manteve
até 72 h de tratamento. Houve também nesta condicdo um aumento de células
em sub-GO, fase que reflete o conteldo hipodipléide caracteristico de
fragmentacdo do DNA. Em comparacao, o tratamento com 100 nM de DTX
também resultou em aumento de fragmentacgdo. Para a linhagem MDA-MB-231
nao foi observada alteragao no percentual de fragmentacéo.

De forma semelhante, o tratamento com 20 uM de LQB-223 induziu
parada no ciclo celular da linhagem MDA-MB-231 ap6s 72 h de exposicao,
exibindo aproximadamente 65% de células paradas em G2/M. Ao longo de 48
e 72 h de tratamento, o percentual de células paradas reduziu para 40 e 30%,
respectivamente. O mesmo perfil de distribuicdo de fases foi observado ap6s o
tratamento com 100 nM de DTX (Figura 5.7b). Também foi observado que o
tratamento em tempos mais prolongados, 48 e 72 h, resulta na presenca de
células hiperdiploides (Figura 5.7b). O tratamento com 1 yM de DOX resultou
em uma distribuicdo mais heterogénea para ambas as linhagens (Figuras 5.7a
e 5.7b).

O préximo passo do estudo foi investigar o perfil de expressédo de
proteinas diretamente envolvidas com a regulacdo do ciclo celular: p53 e p21.
Ambas sédo importantes proteinas reguladoras do ciclo celular e que estéo
envolvidas no reparo de células nos pontos de checagem referentes a G2/M
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(Wang et al., 2015). A p53 regula a expresséo de p21 em resposta a um dano
celular resultando na parada do ciclo celular (Prives, 1993). Assim, observamos
que o tratamento com 5 e 20 uM de LQB-223 modulou os niveis protéicos de
p53 e p21 nas células MCF-7, gradativamente nos tempos de 48 e 72 h (Figura
5.8a). Diferentemente, ndo ocorreu modulacédo da expressao de p53 e p21 nas
células MDA-MB-231 (Figura 5.8b), que apresentam mutacdo no gene TP53.
As células MDA-MB-231 apresentam a proteina funcional p73, que pode
assumir parcialmente as func¢des da p53, ou quando esta se apresenta néo
funcional (Vayssade et al., 2005; Huang et al., 2017). Estes dados sugerem
que a parada no ciclo celular na fase G2/M mediante o tratamento com LQB-
223 pode ocorrer de forma independente da expressédo ou funcionalidade da

proteina p53.
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Figura 5.7: Efeito do LQB-223 na distribuic&o de fases do ciclo celular das
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. As células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b)
foram plagueadas e apos 24 h de adesao, foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-
223, 100 nM de DTX e 1 uM de DOX. Apés 24, 48 e 72 h de exposicdo aos
compostos, as células foram tripsinizadas, marcadas com Pl e tiveram 0 seu
contéudo de DNA examinado por citometria de fluxo. Os histogramas séo
representativos de trés experimentos independentes. As setas apontam para
populacbes com conteudo de DNA hiperpléide. CTR; células nado tratadas,
DMSO; dimetil sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.

62



a MCF-7

LQB-223; uyM LQB-223; uM

CTRDMSO 5 20 CTR DMSO 5 20
p53 N =53 kDa
p21 - - = -21kDa

B-actina R S et | | — ———|_ /> |Da

48 h 72h

b MDA-MB-231

20pM 20pM
CTR DMSO LQB-223 CTR DMSO LQB-223

B-actina | “— G S - - 42 kDa

p53

p21 S — 21 kDa

B-acting| e Se— G— —— . —-42 kDa

48h 72h

Figura 5.8: Avaliacdo dos niveis protéicos de p53 e p21 apds exposicao
das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 ao composto LQB-223. As linhagens
celulares MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram expostas a 5 e 20 uM de LQB-
223 durante 48 e 72 h e entdo, tiveram suas proteinas extraidas e avaliadas
guanto a expressdo de p53 e p2l1 por Western blotting. A extracdo das
proteinas foi realizada através do tamp&o de extracdo Invitrogen®. A B-actina
foi utilizada como controle constitutivo das proteinas. Os blots sao
representativos de trés experimentos independentes. CTR; células néo
tratadas, DMSO; dimetil sulfoxido.

5.4 O tratamento com o composto LQB-223 induz morte celular mediada

por caspases nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.

Para investigar o tipo de morte induzida pelo tratamento com o LQB-223,
as células MCF-7 e MDA-MB-231 foram submetidas a marcagdo de anexina
V/PI. Para a linhagem MCF-7, a exposi¢cdo a 5 e 20 uM de LQB-223 induziu
cerca de 20% de células com anexina V ap0s 72 h de tratamento com relacao
ao CTR (Figura 5.9a). Este ensaio representa um indicativo de morte celular

por apoptose, entretanto, para melhor evidenciar esse efeito, foram avaliados
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0s niveis proteicos das procaspases -7 e -9. Apos 48 h de tratamento com 5 e
20 uM de LQB-223, foi observada reducao dos niveis de ambas procaspases
(Figura 5.9b). A avaliagdo dos mesmos parametros para a linhagem MDA-MB-
231 resultou em um padréo de efeito muito semelhante ao observado na MCF-
7. Para a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com 20 uM de LQB-223 induziu
aumento de 15% de células marcadas com anexina V apos 48 h quando
comparado com o CTR. Ap6s 72 h de tratamento, a quantidade de células
marcadas com anexina V aumentou para 20% (Figura 5.10a). O tratamento
com 20 uM de LQB-223 resultou em diminuicdo dos niveis proteicos das
procaspases -3 e -7 (Figura 5.10b). A caspase 3 é a pricipal caspase efetora,
envolvida na ativacdo da apoptose (Zamaraev et al., 2017). As procaspases
representam formas inativas das caspases, e sdo ativadas mediante clivagem
proteolitica, dando origem as caspases (Parrish et al., 2013). Devido a
diminuicdo das procaspases, sugere-se que o tratamento induziu a ativagao de
caspases de diferentes classes: efetora, com ativagcdo da caspase 7 ou 3; e
iniciadora, a caspase 9 (Kumar, 1999; Zamaraev et al., 2017). A partir da
ativacdo dessas caspases, pode-se inferir que houve desencadeamento da via

intrinseca da apoptose (Ow et al., 2008).
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Figura 5.9: Alteracdes no perfil de marcacao de anexina V/PIl e expresséao
das procaspases -7 e -9 mediante o tratamento da linhagem celular MCF-
7 com o composto LQB-223. A linhagem celular MCF-7 foi exposta a 5 e 20
UM de LQB-223 durante 24, 48 e 72 h e submetida ao protocolo de marcacao
de anexina V/Pl. Foram quantificadas as células marcadas positivamente com
anexina V. Os histogramas e o0s graficos sdo representativos de trés
experimentos independentes (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
considerado estatisticamente significativo) (a). Para avaliagdo das procaspases
-7 e -9, a linhagem MCF-7 foi exposta a 5 e 20 uM de LQB-223 durante 48 h. A
extracao das proteinas foi realizada através do tampéao de extracao Invitrogen®
e a analise da expresséao feita por Western blotting. A B-actina foi utilizada
como controle constitutivo das proteinas (b). CTR; células nédo tratadas, DMSO;
dimetil sulféxido.
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Figura 5.10: AlteracGes no perfil de marcacédo de anexina V/Pl e expresséao
das procaspases -3 e -7 mediante o tratamento da linhagem celular MDA-
MB-231 com o composto LQB-223. A linhagem celular MDA-MB-231 foi
exposta a 20 pM de LQB-223 durante 24, 48 e 72 h e submetida ao protocolo
de marcacdo de anexina V/Pl. Foram quantificadas as células marcadas
positivamente com anexina V. Os histogramas e o0s graficos séao
representativos de trés experimentos independentes (Teste t student; *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo) (a). Para
avaliacao das procaspases -3 e -7 a linhagem MDA-MB-231 foi exposta a 20
MM de LQB-223 durante 48 h. A extracdo das proteinas foi realizada através do
tampao de extracao Invitrogen® e a andlise da expressdo feita por Western
blotting. A B-actina foi utilizada como controle constitutivo das proteinas (b).
CTR,; células néo tratadas, DMSO; dimetil sulféxido.
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5.5 O tratamento com LQB-223 modula a expressao das proteinas FOXM1,
Mcl-1, XIAP, Survivina e c-IAP1 nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.

Para a investigacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na
sensibilizacdo das células MCF-7 e MDA-MB-231 pelo LQB-223, foi feito um
painel de expressdo de proteinas envolvidas na resisténcia a multiplas drogas.
Inicialmente, observamos niveis proteicos de FOXM1, clAP1, c-IAP2, XIAP,
Survivina e Mcl-1, proteinas envolvidas na maquinaria apoptética, mais
elevados na linhagem MDA-MB-231 (Figura 5.11a). A proteina Bcl-2
apresentou-se mais expressa em MCF-7 e Smac/DIABLO com niveis
semelhantes para ambas as linhagens (Figura 5.11a)

Para identificar se as proteinas acima citadas seriam alvos do
tratamento com LQB-223, as células MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com LQB-
223 foram submetidas ao protocolo de Western blotting. Foi observado que o
tratamento reduziu os niveis proteicos de c-IAP1 apds 48 h para ambas as
linhagens, houve também reducéo na expressao de XIAP apos 24 h para MCF-
7 e 8 h para o tratamento da linhagem MDA-MB-231 e também reduziu os
niveis de Mcl-1 apds 8 h de exposicdo ao LQB-223 para ambas as linhegens
(Figura 5.11b). De forma importante, houve um aumento pronunciado de
expressdo de Survivina em 24 h para ambas as linhagens e de FOXM1,
apenas para a linhagem MDA-MB-231 (Figura 5.11b e c). Esses resultados
sugerem que proteinas envolvidas com a resisténcia a apoptose sao

diferencialmente moduladas pelo composto LQB-223.
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Figura 5.11: Expresséo de proteinas relacionadas a resisténcia as drogas
nas linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 antes e ap0s o tratamento
com LQB-223. As linhagens celulares foram submetidas ao protocolo de lise
para extracdo de proteinas com tampdo Invitrogen® e foram posteriormente
avaliadas por Western blotting. A expressdo basal das isoformas da
topoisomerase Il a e B, do fator de transcricio FOXM1 e das proteinas
envolvidas com a apoptose Survivina, XIAP, clAP-1, clAP-2, Smac/DIABLO,
MCL1 e Bcl-2 foram comparadas entre as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 (a).
As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram expostas ao tratamento com 20 uM de
LQB-223 por 0, 8, 24 e 48 h, quando as proteinas foram extraidas e a
avaliacdo da variacdo da expressdo de FOXML1, Survivina, XIAP, clAP-1 e
MCL-1 ao longo do tratamento foi realizada (b; c). As proteinas B-actina e
Hsc70 foram utilizadas como controle constitutivo das proteinas.

5.6 A reducdo da taxa migratéria das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231

ocorreu apds exposicdo ao composto LQB-223.

Evidéncias crescentes apontam para a interrelacdo entre o fenétipo de
resisténcia a drogas e a aquisicao de caracteristicas migratorias e invasivas em
neoplasias (Karlsson et al., 2017). Diante desse contexto, a capacidade
migratéria € um importante evento a ser avaliado, pois células tumorais
apropriam-se desta estratégia para colonizar diferentes tecidos (Cejalvo et al.,

2017).
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Para avaliacdo da migracdo das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231
mediante o tratamento com 5 e 20 yM de LQB-223 foi realizado o ensaio de
Wound-healing. Para a linhagem MCF-7, somente a concentracdo de 20 uM do
composto acarretou a diminuicdo da taxa de migracao (Figura 5.12 e 5.13a).
Como controle desse experimento, foi realizada a analise da proliferacéo
celular que revelou que a manutencdo das células a 0,1% SFB né&o foi
acompanhada pela proliferacdo celular (Figura 5.13b e c). Para a linhagem
MDA-MB-231 o tratamento com ambas as concentracbes de 5 e 20 yM de
LQB-223 diminuiu, de forma significativa, a taxa de migracao apés 24 h (Figura
5.14 e 5.15a). De forma consistente, confirmamos a auséncia de alteracao nas
taxas de proliferacdo das células mantidas por 24 h a 0,1% e 10% de SFB
(Figura 5.14b e c). Para ambas as linhagens, o tratamento com DTX reduziu a
taxa migratéria e em contrapartida, efeito que ndo foi observado com o
tratamento com DOX. Esses dados sugerem que o composto LQB-223
interfere com a capacidade migratéria de ambas as linhagens celulares. Com
base nesses resultados, observamos que o LQB-223 apresenta efeito similar
ao DTX para ambas as linhagens. Desta forma, ndo utilizamos esta droga
como critério de comparag¢do com o composto LQB-223, para os experimentos
posteriores.
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Figura 5.12: Avaliacdo do padrdo de migracao celular de células MCF-7
mediante o tratamento com LQB-223. Para avaliagdo da migracdo, foi
realizado o ensaio de wound-healing, onde as células MCF-7 foram plaqueadas
em meio DMEM contendo 0,1% de soro fetal bovino (SFB) e, apds atingir
confluéncia, foram feitas feridas na monocamada com auxilio de uma ponteira
de 10 pL. Em seguida, as células foram tratadas com 5 e 20 uM de LQB-223,
100 nM de DTX e 1 uyM de DOX e mantidas em cultura por 24 h. As
fotomicrografias foram feitas em 0 e 24 h apds o tratamento. As imagens sao
representativas de trés experimentos independentes. CTR; células néo
tratadas, DMSO; dimetil sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.13: Avaliacdo da taxa de migracdo celular das células MCF-7
mediante o tratamento com LQB-223. Apés a realizacdo das feridas e o
acompanhamento da migracdo durante 24 h, a taxa de migracdo das células
MCF-7 (a) foi avaliada através da medi¢édo da area livre de células, com auxilio
do software ImageJ. Como controle experimental do ensaio de wound-healing,
as células tratadas ou ndo com o LQB-223 foram monitoradas quanto ao perfil
de proliferacdo celular em meio contendo 10% (b) e 0,1% de SFB (c). As
células foram fixadas e coradas com cristal violeta imediatamente apos a
adesdo (0Oh), 24 e 48 h apds o tratamento com o LQB-223. A leitura foi
realizada em 595 nm. Os graficos sdo representativos de trés experimentos
independentes. (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado
estatisticamente significativo). Magnificacdo: 10 x. CTR; células ndo tratadas,
DMSO; dimetil sulféxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.14: Avaliacédo do padrédo de migracéao celular de células MDA-MB-
231 mediante o tratamento com LQB-223. Para avaliagdo da migragéo, foi
realizado o ensaio de wound-healing, onde as células MDA-MB-231 foram
plagueadas em meio DMEM contendo 0,1% de soro fetal bovino (SFB) e, ap6s
atingir confluéncia, foram feitas feridas na monocamada com auxilio de uma
ponteira de 10 pL. Em seguida, as células foram tratadas com 5 e 20 uM de
LQB-223, 100 nM de DTX e 1 uM de DOX e mantidas em cultura por 24 h. As
fotomicrografias foram feitas em 0 e 24 h apds o tratamento. As imagens sao
representativas de trés experimentos independentes. CTR; células néo
tratadas, DMSO; dimetil sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.15: Avaliacdo da taxa de migracdo celular das células MDA-MB-
231 mediante o tratamento com LQB-223. Apdés a realizacao das feridas e o
acompanhamento da migracdo durante 24 h, a taxa de migracdo das células
MDA-MB-231 (a) foi avaliada através da medicao da area livre de células, com
auxilio do software ImageJ. Como controle experimental do ensaio de wound-
healing, as células tratadas ou ndo com o LQB-223 foram monitoradas quanto
ao perfil de proliferagéo celular em meio contendo 10% (b) e 0,1% de SFB (c).
As células foram fixadas e coradas com cristal violeta imediatamente apés a
adesdo (Oh), 24 e 48 h apos o tratamento com o LQB-223. A leitura foi
realizada em 595 nm. Os gréficos sdo representativos de trés experimentos
independentes. (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; considerado
estatisticamente significativo). Magnificacdo: 10 x. CTR; células néo tratadas,
DMSO; dimetil sulfoxido, DTX; Docetaxel, DOX; Doxorrubicina.

5.7 O tratamento com LQB-223 reduz a motilidade celular das linhagens
MCF-7 e MDA-MB-231

A motilidade celular € uma das caracteristicas das células tumorais que
permite a locomocgdo celular (Talmadge et al.,, 2010). Este evento é
imprescindivel para a invasao celular através da membrana basal, iniciando a

cascata metastatica mediada por fatores de transcri¢cdo e proteinas como TGF-
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B, MMP-2 e VEGF (Wells et al., 2013; Xu et al., 2018). Fatores associados a
motilidade tém sido classificados como quimiocinéticos e quimiotaticos,
determinando a direcdo da migracao celular (Albrecht-Buehler, 1977; Liotta et
al., 1986). Dentre estes fatores que levam a motilidade das células estdo a
regulacdo das quinases, como por exemplo, MAP2K4 (mitogen-activated
protein kinase 4) (Xu et al., 2018). O ensaio fagocinético de ouro coloidal avalia
a quimiocinese das células, representada pela area do rastro formado por uma
Unica célula (Albrecht-Buehler, 1977).

A partir da mensuracdo da area do rastro promovido pelas células que
fagocitaram particulas de ouro coloidal, foi observado que o tratamento com
LQB-223 reduziu a motilidade de células MCF-7 tratadas com 20 uM de LQB-
223 (Figura 5.16a e b). A linhagem MDA-MB-231 mostrou-se mais sensivel ao
tratamento com LQB-223, reduzindo seu potencial de motilidade com 5 e 20
MM de LQB-223 (Figura 5.17a e b). De forma notavel, o tratamento com DOX

levou a um aumento da motilidade celular para ambas as linhagens.
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Figura 5.16: Analise da motilidade celular das linhagens MCF-7 ap6s o
tratamento com LQB-223. As células MCF-7 foram cultivadas em placas
cobertas com solucdo de ouro coloidal e tratadas com 5 e 20 uM LQB-223 e 1
UM de DOX durante 24 h. A motilidade das células foi monitorada por
microscoépio 6ptico e a medi¢cdo do rastro formado por cada célula foi feita com
auxilio do software ImageJ. As imagens (a) e graficos (b) representam trés
experimentos independentes. (Teste D’Agostino and Pearson para avaliar a
distribuicAo amostral com Wilcoxon como teste de interféncia; *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001; considerado estatisticamente significativo). CTR; células
ndo tratadas, DMSO; dimetil sulfoxido, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.17: Andlise da motilidade celular das linhagens MDA-MB-231

ap6s o tratamento com LQB-223. As células MDA-MB-231 foram cultivadas
em placas cobertas com solugdo de ouro coloidal e tratadas com 5 e 20 uM
LQB-223 e 1 uM de DOX durante 24 h. A motilidade das células foi monitorada
por microscopio optico e a medicao do rastro formado por cada célula foi feita
com auxilio do software ImageJ. As imagens (a) e graficos (b) representam trés
experimentos independentes. (Teste D’Agostino and Pearson para avaliar a
distribuicdo amostral com Wilcoxon como teste de interféncia; *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001; considerado estatisticamente significativo). CTR; células

ndo tratadas, DMSO:; dimetil sulfoxido, DOX; Doxorrubicina.
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5.8 O tratamento com LQB-223 diminui a viabilidade de células MCF-7 e

MDA-MB-231 em conformacao tridimensional.

Para o entendimento e compreensao dos efeitos citotoxicos em tumores
com a conformacédo tridimensional, foram padronizadas culturas 3D com as
células MCF-7 e MDA-MB-231. Para que um aglomerado de células seja
considerado uma estrutura 3D é necesséario que ele apresente entre 300-500
pum de didmentro e possua uma linha na borda, que delimite o seu tamanho
(Froehlich et al., 2016). Ap6s o plagueamento e a manutencdo em cultura por
trés dias (dia 0), pudemos observar a formagao e o padrédo de crescimento de
estruturas 3D em ambas as linhagens, que foram mantidas por nove dias em
cultura para avaliacdo dos parametros biologicos para toxicidade (Figura 5.18a
e b). De acordo com a nomemclatura proposta por Froehlich e colaboradores
em 2016, as células MCF-7 foram capazes de formar esferéides, enquanto as
células MDA-MB-231 formaram aglomerados celulares compactos (Froehlich et
al., 2016). Foi observado também, que os esferdides de MCF-7 néo tratados
aumentaram o volume ao longo dos dias, enquanto que os agregados de MDA-
MB-231 ndo apresentaram aumento (Figura 5.18a e b).

Nas concentragdes de 5 e 20 uM, o tratamento com LQB-223 preveniu o
aumento do volume dos esferdides de MCF-7, como avaliado apds cinco e
nove dias (Figura 5.19a e b). Para a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com
20 uM de LQB-223 apresentou uma sutil alteragcdo morfolégica apds o 9° dia,
apresentando um agregado com o centro menos compactado (Figura 5.20a).
Entretanto, ndo foi possivel observar diferenca na reducdo da medida do
volume. (Figura 5.20b).

Para a quantificacdo da viabilidade celular ap6s o tratamento com LQB-
223, foi feita a dosagem da enzima APH para ambas as linhagens ap6s o 9°
dia de tratamento. O tratamento dos esferdides de MCF-7 com 5 e 20 yM de
LQB-223 diminuiu cerca de 60% a viabilidade celular. O tratamento com a DOX
também induziu citotoxicidade acentuada (Figura 5.21a). Para a linhagem
MDA-MB-231, o tratamento com 5 e 20 pM de LQB-223 reduziu,
respectivamente, 20 e 40% da viabilidade celular. Para o tratamento com a
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DOX, a inducédo de citotoxicidade nessa linhagem nado atingiu significancia
estatistica. (Figura 5.21b).

Dia 0

Dia 9

—
200 pM

b MDA-MB-231

Dia 9

Figura 5.18: Padronizacdo de cultura tridimensional (3D) in vitro das
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Um total de 2000 células MCF-7 (a) e 6000
MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas em placas de 96 pocos contendo agarose.
ApoOs centrifugacdo a 2000rpm por 2 min e manutencdo por 3 dias em cultura,
foi possivel observar a formacéo de estruturas 3D com didmetro variando entre
200 e 500 pM. Apds a sua formacéo, os agregados foram mantidos em cultura
e 0 volume foi monitorado ao longo de 10 dias. As fotomicrografias séo
representativas de trés experimentos independentes.
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Figura 5.19: AlteracBes morfolégicas em cultura 3D na linhagem celular
MCF-7 ap6s o tratamento com o composto LQB-223. As células MCF-7
foram plaqueadas em agarose, centrifugadas e mantidas em cultura por trés
dias para a obtencéo de estruturas 3D. Apds formacéo dos esferdides, foram
adicionados a placa 5 e 20 uM de LQB-223 e 1 uM DOX. O tratamento foi
mantido por 10 dias, dentre os quais foram feitas fotomicrografias nos dias: 0,
1, 5 e 9 para avaliacdo da morfologia (a) e do volume (b) dos esferbides. Para
calcular o volume dos esferéides, a area foi medida com o auxilio do software
ImageJ e foi estabelecida uma relacdo entre o tamanho observado no dia 0 e
os dias subsequentes (b). As fotomicrografias e os graficos sdo representativos

de trés experimentos independentes. CTR; células ndo tratadas, DMSO; dimetil
sulféxido, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.20: Alteracdes morfoldégicas em cultura 3D na linhagem celular
MDA-MB-231 apés o tratamento com o composto LQB-223. As células
MDA-MB-231 foram plagueadas em agarose, centrifugadas e mantidas em
cultura por trés dias para a obtencdo de estruturas 3D. Ap6s formacdo dos
agregados, foram adicionados a placa 5 e 20 uM de LQB-223 e 1 uM DOX. O
tratamento foi mantido por 10 dias, dentre os quais foram feitas
fotomicrografias nos dias: 0, 1, 5 e 9 para avaliacdo da morfologia (a) e do
volume (b) dos agregados. Para calcular o volume dos agregados, a area foi
medida com o auxilio do software ImageJ e foi estabelecida uma relacdo entre
o tamanho observado no dia 0 e os dias subsequentes (b). As fotomicrografias
e os graficos sdo representativos de trés experimentos independentes. CTR;
células néo tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.21: Alteracfes da viabilidade celular induzidas pelo composto
LQB-223 em culturas 3D das linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231.
As células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas em placas de 96
pocos e mantidas em estufa para formacao das culturas 3D. Apds a formacéo,
as estruturas foram tratadas com 5 e 20 uM de LQB-223 e 1 uM DOX por 10
dias, e foram submetidas ao protocolo de dosagem da fosfatase acida (APH). A
leitura da absorbancia foi feita em 405 nm. As células tratadas foram
comparadas ao CTR e os valores normalizados para 100%. Os gréaficos séo
representativos de trés experimentos independentes. (Teste t student; *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001; considerado estatisticamente significativo). CTR; células
nao tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DOX; Doxorrubicina.
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5.9 O tratamento com LQB-223 diminui a taxa migratoria de células MCF-7
e MDA-MB-231 em conformacéao 3D.

Assim como em monocamada, a taxa de migracdo celular foi avaliada
em conformacédo tridimensional. Para a linhagem MCF-7, houve reducdo na
medida do halo das células em migracdo apds 72 h na concentracdo de 5 uM
de LQB-223. Para o tratamento com 20 yM, houve redugdo ndo somente em
72 h, mas também em 48 h (Figura 5.22 e 24a). Para a linhagem MDA-MB-231,
a taxa migratoria foi avaliada durante 24 e 48 h, pois quando mantida por mais
tempo, as culturas soltavam-se da gelatina, impossibilitando uma medicao
correta do halo de células em migracdo. Desta forma, foi verificado que o
tratamento com 5 pM de LQB-223 reduziu o halo de células em migracdo em
48 h e com 20 uM de LQB-223, o efeito foi observado mais precocemente, a
partir de 24 h (Figura 5.23 e 24b). O tratamento com 1 yM DOX n&ao causou
efeito na taxa de migragéo para a linhagem MCF-7, porém para MDA-MB-231,
resultou na diminuicdo da migracdo em 24 e 48 h (Figura 24a e b). Esses
dados indicam a modulacdo do perfil migratorio pelo composto LQB-223 em

células de cancer de mama em conformacéo 3D.
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Figura 5.22: Avaliacdo da taxa de migracdo celular em culturas 3D na
linhagem MCF-7. As células MCF-7 foram plagueadas em placas de 96 pocos
contendo agarose, centrifugadas e mantidas em estufa por trés dias. Apos a
formacao, os esferbides foram transferidos para placas de 24 pocos cobertos
com 0,1% gelatina e meio de cultura contendo 2% soro fetal bovino. A taxa de
migracao foi avaliada em 24, 48 e 72 h de tratamento com o composto. As
fotomicrografias s&@o representativas de trés experimentos independentes.
CTR,; células néo tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.23: Avaliacdo da taxa de migracédo celular em culturas 3D na
linhagem MDA-MB-231. As células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas
de 96 pocos contendo agarose, centrifugadas e mantidas em estufa por trés
dias. Apos formacéo, os agregados foram transferidos para placas de 24 pogos
cobertos com 0,1% gelatina e meio de cultura contendo 2% soro fetal bovino. A
taxa de migracédo foi avaliada em 24 e 48 h de tratamento com o composto. As
fotomicrografias sdo representativas de trés experimentos independentes.
CTR; células néo tratadas, DMSO; dimetil sulféxido, DOX; Doxorrubicina.
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Figura 5.24: Quantificacdo da taxa de migracao celular em culturas 3D das
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 ap6s o tratamento com LQB-223. As
células MCF-7 (a) e MDA-MB-231 (b) foram plaqueadas em placas de 96
pocos contendo agarose, centrifugadas e mantidas por trés dias em cultura.
Apoés a formacgdo, as estruturas 3D foram transferidas para placas de 24 pocos
cobertos com 0,1% gelatina e meio de cultura contendo 2% soro fetal bovino e
expostas a 5 e 20 uM LQB-223 e 1 uM de DOX. A quantificacdo da migracéo
foi realizada com auxilio do software ImageJ (NIH) e a taxa de migracao
calculada com a seguinte formula: Area do halo em 72 h ou 48 h ou 24 h / Area
do halo em 0 h. A taxa de migracdo foi avaliada em 24, 48 ou 72 h de
tratamento com o composto. Os graficos sdo representativos de trés
experimentos independentes. (Teste t student; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;
considerado estatisticamente significativo). CTR; células ndo tratadas, DMSO;
dimetil sulféxido, DOX; Doxorrubicina.
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6. Discussao

O cancer de mama é o tipo tumoral mais incidente entre as mulheres no
Brasil e no mundo (INCA, 2018; WHO, 2018). Devido a alta incidéncia e aos
fatores de resisténcia ao tratamento quimioterapico, também apresenta altas
taxas de mortalidade (Longley & Johnson, 2005). Dentre as estratégias para o
tratamento do cancer de mama, a quimioterapia baseia-se na administracéo de
antraciclinas associadas aos taxanos ou a ciclofosfamida e fluorouracil,
podendo ser utilizada como terapia adjuvante e neoadjuvante (Burnell et al.,
2010). Apesar de adequada para o tratamento de pacientes acometidas com
cancer de mama, a quimioterapia induz toxicidade para células ndo tumorais.
As antraciclinas, como a DOX, contribuem para inducdo de cardiotoxicidade
nessas pacientes, e os taxanos, como DTX, podem induzir anemia severa,
neutropenia e trombocitopenia (Panis et. al, 2011; Murtagh et al., 2016).

Ademais, a resisténcia a multiplas drogas contribui para a ineficiéncia da
quimioterapia em cerca de 80 a 90% de pacientes com cancer de mama
metastatico (Wang et al., 2011; Wang et al., 2014; Cherdyntseva et al., 2017).
Desta forma, a busca por novos compostos com a finalidade de induzir
toxicidade para células tumorais, sobrepujar os mecanismos de resisténcia, e
apresentar baixa toxicidade para células ndo neoplasicas é de grande
relevancia. Neste contexto, nosso laboratério vem estudando compostos
sintéticos promissores, dentre eles o LQB-223. Para melhor compreensédo dos
efeitos do LQB-223 no cancer de mama, as células MCF-7 e MDA-MB-231,
que representam subtipos imunohistoquimicos diferentes, foram utilizadas
como modelo. O tratamento induziu citotoxicidade para ambas as linhagens,
como avaliado por ensaios de viabilidade celular de longa (clonogénico) e curta
(MTT) duracdo. Comparativamente, a MCF-7 apresentou-se mais sensivel ao
tratamento com LQB-223, DTX e DOX do que a linhagem MDA-MB-231. Ainda
pdde-se verificar que as células responderam de maneira diferenciada ao
tratamento, apresentando sensibilidade dependente da concentragcéo e tempo
de exposicdo ao LQB-223. A linhagem MCF-7 exibe um fendtipo que

corresponde ao subtipo Luminal A, caracterizado por ser um subtipo menos
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agressivo que o subtipo triplo-negativo, representado pela linhagem MDA-MB-
231 (Dunnwald et al., 2007; Dai et al., 2016).

Como ja descrito, o tratamento com LQB-223 induziu toxicidade em
diferentes linhagens neoplasicas, como K562 e com fendtipo de resisténcia,
K562-Lucena e FEPS (linhagens de leucemia mieldide cronica) (Buarque et al.,
2014). Para avaliar a toxicidade do tratamento com LQB-223 em células nao
neoplasicas de mama, foram utilizadas células HB4a, originalmente isoladas de
tecido mamario adjacente saudavel de uma paciente portadora de cancer de
mama (Stamps et al,. 1994). Para essas células, o LQB-223 ndo apresentou
toxicidade tdo significativa quanto aquela observada ap6s o tratamento com
DTX e DOX. Estes resultados corroboram com dados da literatura que
demonstraram que o tratamento com 30 nmol/L de DOX induziu a diminuicédo
da proliferacdo de células HB4a ap6s 72 h (Trapé et al.,, 2012). Para esta
mesma linhagem, a intensa exposicdo ao tratamento com DTX ocasionou
alteracOes transcricionais no DNA, apresentando superexpressdo de genes
envolvidos na apoptose (dos Santos et al., 2009). Além disso, células de
esplendcitos (Linfécitos B e T) de camundongos saudaveis Swiss foram
tratadas com 10 mM de LQB-223, dose bastante superior a utilizada em nosso
estudo, e foi verificado que a exposicdo ao composto nao apresentou
toxicidade para essas células (Buarque et al.,, 2014). Dados do nosso
laboratorio revelaram que a exposicao de linfécitos de individuos saudaveis a
20 uM de LQB-223 também nado resultou em efeito toxico, como aferido
também pelo ensaio de MTT (dados ndo publicados). Com base nessas
informacbes, o tratamento com as drogas comumente usadas na clinica
oferece toxicidade mais significativa para células ndo neoplasicas em
comparacao com o tratamento com LQB-223. Assim, podemos sugerir que 0
composto LQB-223 apresenta acdo citotoxica preferencial para células
neoplasicas.

Previamente a este estudo, foi demonstrado que o tratamento de células
leucémicas com LQB-223 induziu parada no ciclo celular na fase G2/M
(Buarque et al., 2014). As proteinas reguladoras do ciclo celular, como Rb,
complexos ciclinas-CDKs, tém sido amplamente estudadas, jA que estéo
relacionadas com a proliferagdo tumoral (Alexander et al., 2017). O tratamento
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das células MCF-7 com 5 uM de LQB-223 levou a um aumento do percentual
de células em G2/M e apds 72 h, em G1. Este efeito pode estar relacionado
aos mecanismos de reparo aos danos causados pelo LQB-223 em baixas
concentracdes, promovendo um retorno das células ao ciclo celular. Quando as
células foram tratadas com 20 yM de LQB-223, a parada em G2/M foi também
observada e se manteve até 72 h. Houve também, nesta condi¢do, um
aumento de células em sub-GO, fase que reflete o conteldo de DNA em
fragmentacdo. Estes dados corroboram com o observado por Buarque e
colaboradores em células de leucemia, que permaneceram paradas na fase
G2/M do ciclo celular apos 24 h de incubac¢do com 2,5 uM de LQB-223. Com
percentuais acerca de 35%, as células paradas em G2/M mantiveram o perfil
por 48 h, sendo que em 72 h, foi observada massiva fragmentacdo, com mais
de 30% de células (Buarque et al., 2014). De forma semelhante, o tratamento
com 20 uM de LQB-223 apresentou parada no ciclo celular da linhagem MDA-
MB-231, exibindo aproximadamente 65% de células paradas em G2/M. Ao
longo de 48 e 72 h de tratamento, o percentual de células paradas reduziu para
40 e 30%, respectivamente. O mesmo perfil de distribuicdo de fases foi
observado ap6s o tratamento com 100 nM de DTX. Também foi observado que
o tratamento em tempos mais prolongados pode levar a presenca de células
hiperdiploides (apontado por setas na Figura 5.7b), o que também foi
observado mediante o tratamento com LQB-223 em células de leucemia FEPS
e K562 (Buarque et al., 2014). Apesar de evidenciado apenas por citometria de
fluxo e tendo ainda que ser melhor caracterizado por cariotipagem, o evento da
hiperploidia pode estar ocorrendo por perdas cromossémicas resultantes de
uma incorreta separacdo mitGtica. Este evento € frequente em tumores de
mama ductais e culminam com aberracdes cromossémicas (Molist et al., 2005).
Os taxanos agem ligando-se a B-tubulina, o que culmina com a estabilidade no
fuso mitético, inibindo a separacdo das cromatides irmas e cromossomos
homologos, resultando em hiperploidia (Bayet-Robert et al., 2010). Foi também
demonstrado que o LQB-223 interage com residuos de DNA o que leva,
indiretamente, a ativacdo de mecanismos envolvidos com a fragmentacdo do
DNA (Silva et al., 2017). Para a linhagem MCF-7 o tratamento com 20 uM de
LQB-223 aumentou cerca de 20% o percentual de células em sub-GO. Em
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comparacao, o tratamento com 100 nM de DTX resultou em distribuicdo do
ciclo celular semelhante a observada no tratamento com 20 uM de LQB-223. O
tratamento de células tumorais de mama com a concentracdo de 100 nM de
DTX causa parada no ciclo celular na fase G2/M (Hernandez-Vargas et al.,
2007; Murray et al., 2012). Para compreender a complexidade da regulagao do
ciclo celular pelo tratamento com agentes antineopldsicos, é necessario
também o estudo das proteinas reguladoras da divisdo celular, tais como a p53
e p21l. A proteina p53 ativa a transcricdo génica de p21 que, por sua vez, age
como uma reguladora universal dos complexos ciclinas-CDKs (Xiong et al.,
1993). Durante a fase G1/S a proteina p21 liga-se ao complexo CDK2-ciclina E
e inibe sua atividade, e o inicio da fase S, levando a parada na fase G1 (Xiong
et al., 1993; Boulaire et al., 2000). Na fase G2/M, as proteinas p53 e p21 séo
essenciais para o controle do ponto de checagem desta fase, promovendo uma
parada na fase G2 mediante a um dano ao DNA (Bunz et al., 1998; Wang et
al., 2015). Assim, observamos que o tratamento com LQB-223 modulou os
niveis protéicos de p53 e p21 nas células MCF-7, que exibem o gene TP53
selvagem, codificando uma proteina funcional. Diferentemente, ndo ocorreu
modulacdo da expressdo dessas proteinas nas células MDA-MB-231, que
apresentam mutacdo no gene TP53. As células MDA-MB-231 apresentam a
proteina funcional p73, que pode assumir parcialmente as funcfes da p53
quando esta se encontra mutada ou quando nao esta funcional (Vayssade et
al., 2005; Huang et al., 2017). Estes dados sugerem que a parada no ciclo
celular na fase G2/M mediante o tratamento com LQB-223 pode ocorrer de
forma independente da expressao ou funcionalidade da proteina p53.

Outras importantes proteinas que regulam o ciclo celular, FOXM1 e
Survivina, apresentaram niveis proteicos aumentados apos 24 h de tratamento
com LQB-223. Wang e colaboradores demonstraram por imunoprecipitacao de
cromatina que a expressao do fator de trascricdo FOXM1 € necesséria para a
transcricdo de Aurora B quinase, Survivina e a proteina A e B do centrdmero
(CENPA e CENPB), proteinas essenciais para a formacdo do complexo
cromossomal (CPC: chromosomal passenger complex) (Wang et al., 2015).
Alteracbes em quaisquer dessas proteinas, podem ocasionar problemas na
segregacao cromossomal e gerar instabilidade gendémica (Ruchaud et al.,
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2007; Kitagawa & Lee, 2015). A superexpressdo de FOXM1 esta associada a
mutacdes em p53, degradacdo da proteina p2l e ativagcdo de vias de
proliferacdo celular como PI3/Akt (Saba et al.,, 2016). A Survivina, além de
reguladora da apoptose, é requerida durante a divisdo celular compondo o
complexo cromossomal (Li et al., 1998; Altieri, 2003). Além disso, devido a
fungdo que a Survivina e FOXM1 desempenham na progressdo do ciclo
celular, as células paradas na fase G2/M podem refletir em um acumulo dessas
proteinas oncogénicas (Wang et al., 2015; Kitagawa & Lee, 2015). Dessa
forma, sugerimos que a parada no ciclo celular em G2/M observada apds o
tratamento com LQB-223 pode estar intimamente relacionada ao aumento dos
niveis proteicos de FOXM1 e Survivina em 24 h. Experimentos de inibicdo
génica dessas proteinas podem ser elucidativos quanto aos mecanismos de
atuacédo do composto LQB-223.

Os dados referentes a inducao de citotoxicidade mediada pelo LQB-223,
observados a partir do ensaio de MTT, ndo foram compativeis com o0s
resultados obtidos na avaliacdo da fragmentacdo. O ensaio de MTT avalia a
capacidade celular de metabolizar os cristais de MTT em cristais de formazan,
ndo refletindo diretamente morte celular (Mosmann, 1983). Porém, houve
aumento de células marcadas com anexina V/PI ao tratamento com LQB-223.
Para melhor entender qual tipo de morte estaria envolvida na toxicidade do
LQB-223, foram avaliados niveis de pro-caspases. AsS pro-caspases
representam formas inativas e sao ativadas mediante clivagem proteolitica,
dando origem as caspases (Parrish et al., 2013). Devido a diminuicdo das
procaspases -3, -7 € -9, sugere-se que o tratamento induziu a via intrinseca da
apoptose por ativagcdo de caspases efetoras e iniciadoras (Ow et al., 2008;
Zamaraev et al., 2017). O conjunto desses dados sugere que o LQB-223
induziu morte celular por ativacdo da via intrinseca da apoptose intermediada
por caspases. O tratamento de MCF-7 e MDA-MB-231 com LQB-223 também
resultou na reducdo das proteinas inibidoras da apoptose XIAP, c-IAP1 e Mcl-
1. A superexpressdo dessas proteinas esta associada a tumores mais
resistentes e com grau histologico mais avancado (Wang et al., 2012). Por este
motivo, novos compostos e estratégias terapéuticas promissoras tém por
objetivo a elucidacdo da modulacdo dessas proteinas. Outros trabalhos
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mostraram que as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com YM155, um
inibidor da Survivina em estudo clinico de fase I/ll, também inibiu a XIAP,
levando as células a autofagia (Cheng et al., 2015). Paschall e colaboradores
mostraram que doses subletais de LCL85, um composto analogo a ceramida,
inibiu XIAP e c-IAP-1, induziu apoptose em células MDA-MB-231 e suprimiu o
crescimento tumoral in vivo (Paschall et al., 2014). A amplificacdo do gene que
codifica a proteina Mcl-1 foi encontrada em 54% dos tumores do subtipo triplo-
negativo apds a quimioterapia neoadjuvante (Balko et al., 2014). A inibi¢cdo
desta proteina com a combinacdo de lapatinib e obatoclax resultou em morte
de células MCF-7 e reduziu o volume de tumores de mama em camundongos.
(Mitchell et al.,, 2010). Levando-se em conta que a superexpressdo de
proteinas antiapoptoticas € um mecanismo classico de inducdo de resisténcia,
novos compostos que sejam capazes de sensibilizar células neoplasicas
através da modulagdo negativa dessas vias de sinalizacdo, como o LQB-223,
se fazem cruciais.

Evidéncias crescentes apontam para a interrelacdo do fendtipo de
resisténcia a drogas e a aquisicao de caracteristicas migratorias e invasivas em
neoplasias (Karlsson et al., 2017). Diante desse contexto, a capacidade
migratoria € um importante evento a ser avaliado, pois células tumorais
apropriam-se desta estratégia para colonizar diferentes tecidos (Cejalvo et al.,
2017). Foi observado que o tratamento com LQB-223 reduziu a taxa migratoria
e a motilidade das células MCF-7 e MDA-MB-231 ap6s 24 h. Estes achados
corroboram com os dados obtidos na avaliacdo da expressao proteica, pois a
reducdo dos niveis proteicos de Mcl-1 XIAP e clAP1 em 48 h, podem estar
contribuindo para a aquisicdo de um fenotipo mais epitelial dessas células. A
proteina Mcl-1 tem sido associada a resisténcia aos quimioterapicos e a um
prognostico desfavoravel em cancer de mama. Por este motivo, tém sido
propostos compostos que inibem farmacologicamente esta proteina.
Antagonistas de Mcl-1, como miméticos de BH3 isoladamente ou em
combinagdo com o dasatinib, inibiram a invasado e progressdo de tumores
triplo-negativos in vivo e in vitro por meio da avaliacdo de células MDA-MB-231
(Young et al., 2016). Essas células, quando tratadas com &acido anacardico
(AA) apresentaram diminui¢éo dos niveis proteicos de Mcl-1, vimentina e MMP-
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9 e, em contrapartida, aumento da expressdo de E-caderina, mostrando sua
capacidade de reverter o fendtipo mesenquimal de células triplo-negativas
(Zhao et al., 2018). Trabalhos demonstraram que a XIAP também esta
envolvida na progressdao tumoral e metastase. Em amostras de pacientes,
foram detectados altos niveis de XIAP associados ao comprometimento de
linfonodos em tumores de mama inflamatdério com grau histologico 3 (Evans et
al., 2018). De forma consistente, a inibicdo de XIAP em células tumorais de
mama enxertadas no tecido gorduroso mamario de camundongos mostrou-se
efetiva na diminuicdo da proliferacdo e motilidade de células tumorais (Evans et
al., 2018). Em outro trabalho, foi demonstrado que o tratamento com Embelin,
um inibidor da XIAP, inibiu o potencial migratério apds reducdo da expressao
de XIAP em células MCF-7 (Sumalatha et al., 2014).) O aumento da motilidade
celular é caracteristica de células tumorais, requerida para que as células
evadam de seus tecidos originais e colonizem outros sitios, ocasionando
metastases (Talmadge et al., 2010; Wells et al., 2013). Desta forma, o estudo
de compostos que inibem a motilidade celular apresenta grande importancia
terapéutica. Neste trabalho, demonstramos que o tratamento com LQB-223
diminui a motilidade celular de MCF-7 e MDA-MB-231 em diferentes
concentracoes.

Em contrapartida, o tratamento das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231
com 1 uM de DOX néo reduziu as taxas de migracdo e motilidade celular apés
exposicdo de 24 h a este quimioterapico. A DOX é uma antraciclina utilizada
como primeira linha do tratamento quimioterapico do cancer de mama,
oferecendo citotoxicidade mediada por estresse oxidativo e inibicdo da
topoisomerase Il (Sawyer, 2013; Vejpongsa & Yeh, 2014). Apesar de sua
eficiéncia, a DOX apresenta efeitos cardiotdxicos para as pacientes submetidas
ao tratamento (Kuzmicic et al., 2011). Estudos apontam que o tratamento
isolado com DOX na concentracdo de 4 pg/mL pode aumentar os niveis de
CXCR4, quimiocina altamente expressa por células de cancer de mama em
processos de metastase (Mahjoub et al., 2017). A complexacdo da CXCR4
com seu ligante CXCL12 regula a migracao e motilidade celular (Muller et al.,
2001). Portanto, com a finalidade de potencializar os efeitos da DOX, novas
estratégias propdem o tratamento com baixas concentracées de DOX em
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combinagdo com outros compostos naturais ou que ndo oferecam toxicidade
adicional. Em combinacdo com a curcumina, o tratamento com DOX levou a
reducdo da migracdo celular de células MDA-MB-231, diminuindo os niveis de
RNAmM de CXCR4 (Mahjoub et al., 2017). Também foi demonstrado que doses
muito baixas de DOX, 0,1 uM, levaram a um aumento da invasdo e migracao
de células MDA-MB-231. Essa concentracdo em combina¢cdo com o composto
furanodieno reduziu a migracdo e invasdo dessas células, mediada por
diminuicdo dos niveis de expressdo de MMP-9 (Zhong et al., 2018).

Para o entendimento dos efeitos citotoxicos do LQB-223 em tumores
sélidos, foram padronizadas culturas 3D com as células MCF-7 e MDA-MB-
231. De acordo com a nomenclatura proposta por Froehlich e colaboradores,
as células MCF-7sao capazes de formar esferdides, enquanto as células MDA-
MB-231 formam aglomerados compactos (Froehlich et al., 2016). A diferenca
entre os tipos de estrutura 3D pode ser atribuida a diferentes perfis de
expressdo de moléculas envolvidas com a adesdo e com o processo de TEM.
Dados apontaram que, comparada a MCF-7, a linhagem MDA-MB-231
apresenta elevados niveis de marcadores mesenquimais, como vimentina, N-
caderina e twist e, em contrapartida, reducdo de proteinas envolvidas com
caracteristicas epiteliais como E-caderina, o que limita a habilidade de originar
esferdides bem compactados (Yang et al., 2013; Dubois et al., 2017; Wang et
al, 2017). Isso vai ao encontro do perfil invasivo e metastatico amplamente
atribuido a linhagem MDA-MB-231 na literatura, quando comparada a MCF-7
(Dai et al., 2017).

A avaliacao de células em conformacédo 3D é uma importante ferramenta
que permite compreender o efeito de compostos antitumorais em uma
arquitetura mais parecida com um tumor sélido (Sarisozen et al., 2014). A
cultura tridimensional oriunda das mesmas células avaliadas em monocamada
apresenta-se mais resistente ao tratamento. Isto ocorre devido a sua estrutura,
pois 0s nutrientes e demais substratos dispersos no meio de cultura sao
encaminhados por difusdo para as células localizadas mais internamente
(Koshkin et al., 2017). Portanto, foram utilizadas para o tratamento dessas
culturas concentragbes até dez vezes maiores que a utilizada em
monocamada. Em concentragdes crescentes de 5, 10, 20, 50, 100 e 200 uyM de
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LQB-223, as culturas foram avaliadas durante nove dias de tratamento e
tiveram o volume aferido em dias especificos. O tratamento das linhagens com
50, 100 e 200 pM resultou na formacao de precipitados no meio de cultura,
provavelmente devido ao excesso de LQB-223, formando cristais (dados nao
mostrados). Essas concentracdes ndo foram utilizadas para os experimentos
posteriores. O tratamento com 5 e 20 uM de LQB-223 resultou na reducao da
viabilidade celular para ambas as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 apos 9 dias
de exposicdo. Em monocamada, esses efeitos sdo observados mais
precocemente, em 48 ou 72 h ap0s exposicdo ao LQB-223. Estudos vém
demonstrando que o tratamento de células cultivadas em monocamada
superestima o efeito dos quimioterapicos (Vinci et al., 2012; Lee et al., 2013).
Como exemplo disto, células BT474 e MCF-7 em conformacédo 3D foram mais
resistentes ao tratamento com paclitaxel e adriamicina que as células em
monocamada, apresentando menor expressao protéica de PARP e caspase-3
apos o tratamento (Imamura et al., 2015). Células MDA-MB-231 e SUM1315
em conformacdo 3D foram mais resistentes ao tratamento com cisplatina, e
docetaxel que as células cultivadas em monocamada. A resisténcia ao
tratamento pode estar associada a capacidade de metabolizacdo celular e
neste trabalho, foi demonstrado que células MDA-MB-231 em conformacéo 3D
apresentaram menor metabolizacdo da resazurina que as células em
monocamada (Dubois et al., 2017). Considerando a maior capacidade de
células tumorais desenvolverem resisténcia a drogas quando cultivadas em
conformacao tridimensional, nossos dados tangendo os efeitos do composto
LQB-223 ressaltam a sua capacidade citotéxica para células de céancer de
mama.

Posteriormente, verificamos a habilidade de migragdo celular em
conformacao 3D e observamos a reducao do seu perfil mediante o tratamento
com 5 e 20 uM de LQB-223 para ambas as linhagens. O efeito na reducéo da
migracao atingiu significancia estatistica a partir de 48 h de exposi¢cdo. Como
mencionado no paragrafo anterior, o efeito observado nas culturas 3D mais
tardio que o tratamento das células em monocamada pode estar associado a
maior resisténcia observada nessa conformacao. Estudos vém demonstrando

que eventos associados a transicdo epitélio-mesénquima podem estar
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associados ao tipo de cultura utilizada em cada estudo. Em culturas
tridimensionais, dependendo do tamanho e tempo de cultivo, sdo encontrados
diferentes microambientes, o que pode contribuir com um fendtipo mais
mesenquimal (Kim et al., 2014). Kim e colaboradores mantiveram células MCF-
7 e MDA-MB-231 em cultura tridimensional por 30 dias, e demonstraram que
no 8° dia as culturas apresentaram diferentes regides e centro necrético. Ao
avaliarem a expressao de Snail em cortes de parafina constataram a marcacao
mais proeminente na regido central do esferoide. Estes achados sugerem que
a expressdo de Snail estd associada ao estresse metabdlico causado por
hipoxia e deplecédo de glicose (Kim et al., 2014). A hipoxia promove migracao e
metastase de células de cancer de mama, via indugdo da expressao do fator
de transcricdo HIF-1a (Wang et al., 2018). Foi demonstrado que as células sob
essa condicdo estdo localizadas na regido central do tumor e, em
contrapartida, as células metastaticas encontram-se na superficie do tumor, em
regibes de normoxia, evidenciando perfis distintos de hipoxia em células que
estdo em diferentes microambientes (Wang et al., 2018). Neste trabalho
também demonstramos que o tratamento com DOX ndo reduziu a taxa
migratéria de células MCF-7 em conformacéo tridimensional. Porém para a
linhagem MDA-MB-231 nesta conformacéo, o tratamento com DOX levou a
reducdo da taxa migratoria das células. Os efeitos observados nos ensaios
com as culturas tridimensionais sugerem que a DOX apresenta efeitos
citotoxicos diferenciados para ambas as linhagens, induzindo citotoxicidade
para as células MCF-7 e reduzindo a taxa migratoria das células MDA-MB-231.

Com base nestes achados, a investigacdo dos efeitos do tratamento do
LQB-223 representa uma promissora estratégia na terapia de tumores de
mama de diferentes fendtipos. Entretanto, a investigacdo acerca dos
mecanismos de acdo envolvidos na citotoxicidade, migracdo e motilidade
celular, bem como a compreensédo dos efeitos desse composto em combinacao
com as drogas utilizadas na quimioterapia ainda sao relevantes questdes a
serem exploradas.

Em conjunto, esses resultados apontam o LQB-223 como um promissor
composto antitumoral para linhagens de mama de diferentes subtipos tumorais.
De forma consistente, foi verificado que o LQB-223 promove citotoxicidade e
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reduz eventos associados a metastase em culturas 2D e 3D, sendo
considerado um composto importante para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas que devem ser melhor elucidadas em ensaios in vivo,

modelos mais complexos para o estudo de novas drogas.
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Figura 6.1: Mecanismos desencadeados pelo tratamento com o composto
LQB-223 nas células MCF7 e MDA-MB-231. O tratamento das linhagens
celulares MCF-7 e MDA-MB-231 com LQB-223 inibiu a viabilidade, proliferagéo
e induziu morte celular por apoptose mediada pelas caspases-3, -7 e -9.
Mediante o estimulo apoptotico, houve diminuicdo dos niveis das proteinas
antiapoptoticas c-IAP1, XIAP, Mcl-1 e Survivina. Além disso, ap0s o tratamento
com o composto LQB-223 foi observada reducé@o dos niveis proteicos de p53,
p21 e do fator de transcricio FOXM1 simultaneamente a parada no ciclo
celular na fase G2/M. O LQB-223 também reduziu as taxas migratérias e
motilidade celular de ambas as linhagens. Os efeitos na viabilidade celular e
migracdo também puderam ser observados no tratamento das linhagens MCF-
7 e MDA-MB-231 em estruturas tridimensionais.
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Conclusoes

O composto LQB-223 inibe a viabilidade celular e reduz a formacao de
colénias em linhagens celulares de cancer de mama de diferentes
subtipos molecular;

O tratamento com o composto LQB-223 induz menor toxicidade para
células ndo neoplasicas de mama que o tratamento com DOX e DTX,
sugerindo que o LQB-223 possui efeito preferencial para células
neoplasicas;

O composto LQB-223 induz parada na fase G2/M em linhagens com
diferentes status de p53.

O efeito citotdéxico observado apds o tratamento com o composto LQB-
223 envolve a ativacdo da cascata apoptética e modulacdo das
proteinas FOXM1, Survivina, XIAP, c-IAP1 e Mcl-1;

A exposicdo ao LQB-223 inibe a taxa de migracdo, bem como a
motilidade de células de cancer de mama, indicando que este composto
pode também influenciar processos importantes para a progressao
tumoral;

O composto LQB-223 inibe a viabilidade e a migracdo em células de
cancer de mama cultivadas em conformacédo tridimensional, modelo

mais resistente e similar aos tumores soélidos in vivo.

98



X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Perspectivas

Investigar a modulagdo da expressdo das proteinas envolvidas na
transicdo epitélio-mesénquima nas ceélulas de cancer de mama em
cultura 2D e 3D tratadas com LQB-223;

Investigar o papel das proteinas envolvidas com a apoptose, proliferacéo
e transicao epitélio-mesénquima nos efeitos mediados pelo LQB-223 em
cancer de mama, atraves de ensaios funcionais de inducdo de
silenciamento e superexpressao.

Estabelecer co-culturas com células neoplasicas de mama e nao
neoplasicas em conformacao 3D, para avaliar os efeitos citotoxicos do
LQB-223;

Avaliar o efeito da combinacdo de LQB-223 com doses subletais de DTX
e DOX na citotoxicidade e no padrdo de expressdo das proteinas
envolvidas na apoptose, proliferacdo e transicdo epitélio-mesenquimal
em células de cancer de mama;

Avaliar os efeitos antitumorais do tratamento com o composto LQB-223
em modelo de cancer de mama triplo-negativo in vivo, e na modulagao

das vias associadas a resisténcia, migracao e metastase.
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Trastuzumab is an immunotargeting therapeutic against breast tumors with amplifi@tion of the human epithe-
lial growth factor receptor2 (HER2). HERZ patients naturally exhibit disruption in the pro-oxidant inflammatory
profiling; however, the impact of rastuzumab-based chemotherapy in modulating this process is stil unknown.
Here we determined the systemic pro-inflammatory profile of women diagnosed with HER2-amplified tumors,
undergoing trastuzumab-based chemotherapy (TZ), and compared the results with that of healthy controls
(CTR) and untreated patients with HER2-amplified breast cancer (CA). The plasmatic inflammatory profile was
Trastizumab assessed by evaluating pro-oxidant parameters such as lipid peroxidation, total antioxidant capacity (TRAP),
Inflammatoy status levels of advanced oxidation protein products (AQOPPs), nitric oxide (NO), C-reactive protein (CRP ), and total
HERZ thiol content. Markers of cardiac damage were also assessed. Our findings showed increased NO levels in TZ
Oxidative stress than that in either CA or CTR groups. Furthermore, TZ augmented TRAP and reduced total thiol than that of the
Breast cancer CA group. Our data also revealed that AOPP levels were significantly higher in the TZ than the CA group. AOPP
and the MB fraction of creatine-kinase (CKME ) levels were positively correlated in TZ patients. These findings
suggest that trastuzumab-associated chemotherapy can modulate the pro-inflammatory markers of HER2-
positive breast cancer patients to the levels found in healthy controls,
@ 2015 Elsevier BV. All nghts reserved

Keywords:

1. Introduction dissociation and internalization [7]. Thus, HER2 excessively stimulates
survival and mitogenic pathways [8,9], resulting in overall deregulated
signaling [10], reduced apoptosis [11], prolonged cell survival [12],

and increased metastatic potential [13].

Despite significant advances in our understanding of cancer biology,
breast cancer remains the most diagnosed neoplasia [1]and one of the

leading causes of death among women worldwide [2]. Breast cancer is
a heterogeneous disease in which several factors contribute to disease
aggressiveness [3]. The amplification/overexpression of human epithe-
lial growth factor receptor 2 (HER2) is an acquired genetic alteration
thatiswell established as an indicator of poor prognosis in breast cancer
[4], and it is found in approximately 20-30% of breast tumors [5].
HER2 is a potent oncogene that encodes a transmembrane tyrosine
kinase receptor. The oncogenicity of HER2 depends on its dimerization
with other HER family members; this interaction allows it to escape nor-
mal inhibitory regulation [6]. HER2-containing dimers have long half-
lives and exhibit strong and persistent signaling due to both slow ligand
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The sustained signaling induced by HER2 amplification activates
several cellular networks, which in turn affects the pro-oxidative in-
flammatory profiling [14]. The inflammatory process results from sever-
al systemic cellular processes, in which the generation of oxidative
stress is an important component. Many cancer cells continuously expe-
rience oxidative stress due to the presence of significant amounts of
reactive oxygen species (R0OS) and an impaired antioxidant defense sys-
tem [15]. Abnormal signaling in HER2-overexpressing cancer cells in-
volving ROS are associated with alterations in PI3K-AKT, NF-xB, and
p53 pathways [169,17]; all of these pathways are implicated in oxida-
tive stress modulation, There is a crosstalk between inflammation and
oxidative stress responses that depends on its intensity. In addition to
its capability to cause DNA instability and cancer, high levels of oxida-
tive stress can further promote disseminated damage to biological com-
ponents such as lipids and proteins. This consequence can be measured
in human plasma by evaluating the profiles of lipid peroxidation, pro-
tein oxidation and antioxidants consumption [1540,43].
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Abstract Multidrug resistance is the major obstacle for
successful treatment of breast cancer, prompting the inves-
tigation of novel anticancer compounds.

Purpose In this study, we tested whether LQB-223, an
11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan newly synthesized com-
pound, could be effective toward breast cancer cells.
Methods Human breast cell lines MCF-7, MDA-MB-231,
HB4a and MCF-7 Dox® were used as models for this study.
Cell cuiture, MTT and clonogenic assay, flow cytometry
and Western blotting were performed.

Results The LQB-223 decreased cell viability, inhibited
colony formation and induced an expressive G2/M arrest
in breast cancer cells. There was an induction in p33 and
p219°! protein levels following treatment of wild-type
p33 MCF-7 cells. which was not observed in the mutant
p33 MDA-MB-231 cell line, providing evidence that the
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compound might act to modulate the cell cycle regardless
of p53 status. In addition, LQB-223 resulted in decreased
procaspase levels and increased annexin V staining, sug-
gesting that the apoptotic cascade is also triggered. Impor-
tantly, LQB-223 treatment was shown to be less cytotoxic
to non-neoplastic breast cells than docetaxel and doxoru-
bicin. Strikingly. exposure of doxorubicin-resistant MCF-
7-Dox® cells to LQB-223 resulted in suppression of cell
viability and proliferation in levels comparable to MCF-7.
Of note, MCF-7-Dox® cells have an elevated expression of
the P-glycoprotein efflux pump when compared to MCF-7.
Conclusion Together, these results show that LQB-223
mediates cytotoxic effects in sensitive and resistant breast
cancer cells, while presenting low toxicity to non-neoplas-
tic cells. The new compound might represent a potential
strategy to induce toxicity in breast cancer cells, especially
chemoresistant cells.

Keywords Breast cancer - Drug resistance - LQB-223
compound - Toxicity - Chemotherapeutic agents

Introduction

Human breast tumors are phenotypically heterogene-
ous and are associated with different clinical outcomes,
accounting for high mortality rates in women world-
wide (Curtis et al. 2012; Perou et al. 2000). Treatment of
breast cancer involves several modalities such as surgery,
radio-. chemo-, targeted- and hormonal therapy (Chargari
et al. 2009). Doxorubicin (DOX) and docetaxel (DTX)
are chemotherapeutic agents commonly used for several
types of malignancies, including breast cancer (Burnell
et al. 2010). DOX belongs to the anthracyclines class, and
some of its antitumor mechanisms of action include DNA
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intercalation, DNA damage mediated by reactive oxy-
gen species, inhibition of topoisomerase (topo) Il alpha
and beta and activation of apoptotic pathways (Lyu et al.
2006; Zhang et al. 2012). However, patients treated with
DOX may present some side effects, such as cardiotoxicity
(Azim et al. 2011; Bird and Swain 2008; Swain et al. 2003)
and acute events such as stomatitis, neutropenia, hemato-
logic toxicity and myelosuppression. In long term, some
patients may develop secondary leukemia, necrosis at the
injection site, liver injury and hypersensitivity (Panis et al.
2012). DTX belongs to the family of taxanes and has been
used as neoadjuvant or adjuvant treatment of breast cancer
in association with anthracyclines (Burnell et al. 2010). Its
mechanism of action involves stabilization of microtubules
by binding with f-tubulin, which leads to an arrest in G2/M
phase and induction of cell death (Murray et al. 2012;
Shalli et al. 2005). It was reported that taxanes induce
systemic changes in the oxidative stress profile of hemat-
opoietic cells of breast cancer patients, resulting in anemia
(Panis et al. 2012). Another important aspect related to the
use of DOX and DTX relates to the fact that many patients
will eventually develop resistance to these drugs, which is
the major obstacle to successful treatment (Kumler et al.
2015; Murray et al. 2012). Therefore, the identification of
novel compounds that might circumvent mechanisms of
drug resistance in breast cancer and exhibit lower taxic-
ity 1s crucial. Some hybrid compounds between pterocar-
pans and quinones, named pterocarpanquinones, have been
synthesized and had their antineoplastic activity studied
in tumor cell models (Buarque et al. 2011). Recently, the
LQB-223, an 11a-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan compound,
has been synthesized and shown to induce cytotoxicity in
drug-resistant leukemia cells (Buarque et al. 2014).

Here. we investigated the antitumor effects of LQB-
223 synthetic compound in human breast cancer cell lines
and found that it impairs cell viability, induces apoptotic
cell death and modulates signaling pathways involved in
cell cycle control. Interestingly, the LQB-223 compound
showed also pronounced cell wiability and proliferation
inhibition in P-glycoprotein (Pgp) overexpressing DOX-
resistant cells, suggesting that it can overcome drug resist-
ance in breast cancer. Most importantly, we observed little
cytotoxicity toward non-neoplastic breast cells which might
point LQB-223 as a promising compound for treatment of
breast tumors.

Materials and methods
Drugs

The 1la-N-Tosyl-5-deoxi-pterocarpan, LQB-223, was
synthesized in the Laboratério de Quimica Bioorginica,

@ Springer

at Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRI) as
described previously (Buarque et al. 2014). The compound
was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and used at
1,25, 5, 10, 15 and 20 pM concentrations. DOX (doxo-
rubicin; Rubidox®) and DTX (docetaxel, Docelibbs®) was
provided by Bergamo and Libbs, respectively (Sio Paulo,
Brazil). Dilutions from stock solutions were made prior to
use and kept at —20 °C. Final concentrations used for most
experiments were | pM DOX and 100 nM DTX, since
these doses were shown to be clinically relevant (Gewirtz

1999; Hernandez-Vargas et al. 2007).
Cell lines

The human mammary epithelial cell lines MCF-7 (invasive
breast ductal carcinoma, wild-type p33, estrogen and pro-
gesterone receptors positive, and Her2/neu overexpression
negative), MCF-7 Dox® (DOX-resistant cell line derived
from parental MCF-7) (Millour et al. 2011), MDA-MB-231
(invasive breast ductal carcinoma, mutant p33, estrogen,
progesterone and Her2 receptors negative) and HB4a (orig-
inated from luminal breast cells, negative for estrogen and
progesterone receptors and expresses basal levels of HER-2
receptor) (Stamps et al. 1994; Trape et al. 2012) were used
as models for this study. The cell lines were cultured in
Duilbecca’s madifted Eagle's medium (Giboo; BRL, UK,
supplemented with 10 % heat-inactivated FBS (Gibco)
and penicillin/streptomycin (1 pL/mL) concentration. The
HB4a cell line was also cultured with 5 pM hydrocortisone
and insulin. The cell lines were maintained in a humidified
atmosphere at 37 °C and 5 % CO,.

Measurement of cell metabolic viability

After seeding and 24 h adherence, 1 x 10¢ cells were
treated with LQB-223, DOX and DTX for 24, 48 and
72 h and were submitted to the MTT (3-(4,5-dimethylth-
1azol-2-y1)-2.5-diphenyltetrazolium bromide) assay (Mos-
mann 1983). Absorbance at 492 nm was measured with an
ELISA reader (DTX 800 Multimode Detector from Beck-
man Coulter, Fullerton, CA, USA). The concentrations and
experiments were conducted in triplicate. This assay was
performed for measurement of drug-mediated changes in
cell viability.

Clonogenic assay

A total of 2 x 10° cells were seeded in 6-well plates and
then left to adhere overnight and then treated with LQB-
223, DOX or DTX. After 24 h, drugs were removed and the
cells were maintained in drug-free media for about 14 days,
until colony formation. Colonies were fixed in absolute
ethanol and stained with 0.03 % crystal violet. The crystals
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were diluted in 33 % glacial acetic acid solution, and the
optical density was measured at 595 nm.

Cell cyele analysis

A total of 5 x 107 cells were left to adhere onto tissue
flasks and exposed to LQB-223, DOX or DTX for 24, 48
and 72 h. Then, cells were harvested by trypsinization, and
the DNA content was analyzed following addition of 50 pg/
mL Propidium lodide (PI) and ribonuclease A (100 pg/
mL). Fluorescence was measured by flow cytometry using
a CyAn ADP (Beckman Coulter Inc: Brea, CA, US).

Cell death assay

The cells were left to adhere. and LQB-223, DTX or DOX
were added and maintained for 24, 48 and 72 h. Cells
were submitted to trypsinization, washed in 2 % PBS/BSA
(phosphate buffered saline with bovine serum albumin) and
centrifuged for 3 min at 770 g. Following 30 min of incu-
bation in 2 % PBS/BSA, cells were centrifuged and the pel-
lets were incubated with 5 p.g/ml Annexin V—Alexa Fluor
488 (Life Technologies; Carlsbad, California, EUA), and
binding buffer for 15 min, after 5 pg/ml propidium iodide
(PI) was added. The annexin V and PI fluorescence were
measured by flow cytometry using a CyAn ADP (Beckman
Coulter Inc; Brea, CA, US).

Western Blotting

For analysis of p53, p21“®! and procaspases expression,
pellets of 2 » 10® were washed three times in PBS, lysed in
Cell Extraction Buffer from Invitrogen (Eugene, OR, Carls-
bad, CA, US) and quantified using the Bio-Rad protein
assay solution (Life Science Research. Hercules, CA, US).
‘Western blotting was performed as previously described
(Nestal de Moraes et al. 2014). Antibodies for procaspase-7
and -9 were purchased from R&D Systems (1:1000 dilu-
tion; Minneapolis, MN, USA). p53 from Dako cytomation
Denmark A/S (1:500 dilution), procaspase-3, from BD Bio-
sciences (1:1000 dilution:; San Jose, CA, USA). and p21
from Cell Signaling (1:1000 dilution; Danvers. MA. USA).
f-actin primary and mouse and rabbit secondary antibod-
1es were purchased from Sigma-Aldrich (1:5000, 1:160,000
and 1:120,000 dilution, respectively: St Louis, MO, USA).
HSCT0 (1:500 dilution; Santa Cruz, CA. US) and p-actin
were used as loading controls. Caspase activation was esti-
mated by reduction of procaspase-3, -7 and -9 levels.

P-glycoprotein (Pgp) expression by flow cytometry

To compare Pgp membrane expression in MCF-7 and
MCF-7 Dox® cell lines, a total of 5 x 107 cells were stained
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with anti-Pgp antibody (clone UIC2, Coulter, USA) and
analyzed through flow cytometry as previously described
by our group (Vasconcelos et al. 2011).

Statistical analysis

Statistical analysis of data was conducted using the Graph-
Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). The
paired Student’s ¢ test was used to compare differences
between means from two groups.

Resulis

LOQB-223 compound presents antitumour effects
toward breast cancer cells and is less cytotoxic
to non-neoplastic breast cells than docetaxel
and doxorubicin

First, we evaluated whether LQB-223 compound could
promote changes in cell viability in MCF-7 and MDA-
MB-231 cell lines. We observed that the treatment of
MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines with LQB-223
resulted in decreased cell viability in a time-dependent
manner (Fig. la, b and Online Resource 3 Tables | and 2).
In MCF-7 cell line, there was a significant decrease in cell
viability with 5 M at 48 h incubation (Fig. la and Online
Resource 3 Table 1). In MDA-MB-231 cells, the cell via-
bility decrease at 20 pM LQB-223 was the most signifi-
cant (Fig. 1b and Online Resource 3 Table 2). Besides. we
observed morphological alterations when MCEF-T and
MDA-MB-231 cells were treated with LQB-223 for 48 h
(Online Resource la-b), reinforcing the cytotoxic proper-
ties of LQB-223.

It has been widely shown that DTX and DOX treatment
causes side effects to cancer patients, particularly because
these drugs are cytotoxic not only to tumor cells, but also
to normal tissues. Therefore, we tested whether LQB-223
compound would present lower cytotoxic to HB4a non-
neoplastic breast cells compared to DTX and DOX. We
did not observe any inhibition in cell viability after LQB-
223 treatment, while DOX and DTX displaced significant
cytotoxicity (Fig. lc and Online Resource 3 Table 3). In
addition. we could not observe pronounced morphological
changes when HB4a cells were treated with LQB-223 for
48 h (Online Resource 2).

Then. we evaluated cell proliferation and LQB-223
compound reduced colony formation in both breast cancer
cell lines, demonstrating its ability to inhibit cell prolifera-
tion (Fig. 2a. b). Although LQB-223 effect on proliferation
was lower than DOX and DTX, there was a 50 % inhibi-
tion in colony formation. These results indicate that treat-
ment with LQB-223 can efficiently reduce the viability
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and proliferation of breast cancer cells. We have also
observed a decrease in cell proliferation in non-neoplastic
breast cells (Fig. 2c). Nevertheless, the decrease induced
by LQB-223 was significantly less important to non-neo-
plastic breast cells than the decrease induced by treatment
with the drugs conventionally used in the clinic scenario
such as DTX and DOX (p < 0001). These results sug-
gest that LQB-223 induces low toxicity to non-neoplastic
breast cells when compared to drugs currently used to treat
breast cancer.
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LOQB-223 induces G2/M arrest to inhibit proliferation
in breast cancer cells

Since our results showed that LQB-223 inhibited cell pro-
liferation in MCF-7 and MDA-MB-231 cells, we won-
dered if the compound could change the cell cycle pro-
file. We found that there was a pronounced increase in
the percentage of cells in G2/M phase at all time points
and in both cell lines, MCF-7 and MDA-MB-231 (Fig. 3a,
b). Interestingly. this effect was comparable to the one
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Fig. 2 Colony formation a
following LQB-223 treat-

ment was assessed by the
clonogenic assay. a MCF-7,

b MDA-MB-231 and ¢ HB4a
were treated with LQB-223.
DTX and DOX for 24 h. after
which the drug was removed.
After colony formation, cells
were stained with crystal violet.
Colonies were dissolved and
optical density was measured.
The graphs represent the

mean =+ standard deviation
from three independent experi-
ments. UT Untreated cells,
DMSO Dimethyl sulfoxide.
DTX Docetaxel, DOX Doxoru-
bicin. Statistical significance b
was analyzed by the Student’s
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observed after 100 nM DTX exposure. Also, we observed
that there was an increase in the sub-GO/G1 population
over time, especially in MCF-7 cells, suggesting induc-
tion of cell death by the compound. Similarly, to DOX and
DTX treatment of MDA-MB-231 cell line, we found that
LQB-223 exposure led to an increased number of hyper-
diploidic cells (Fig. 3b). These data indicate that LQB-223
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might inhibit cell proliferation through impairing cell
cycle progression.

LQB-223 compound acts irrespective of p33 status

In order to elucidate the mechanisms involved in G2/M
cell cycle arrest caused by LQB-223 treatment, we
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Fig. 3 LQB-223 induces G2/M arrest to inhibit proliferation in
breast cancer cells. The MCF-T {a) and MDA-MB-231 (h) cell lines
were exposed to LQB-223 for 24, 48 and 72 h and the DNA content
was analyzed by flow cytometry. Arrows indicate the population of

investigated the expression levels of p33 and p21 proteins.
The p21°"! protein is regulated by p53 in response to
DNA damage (Ho et al. 2015). These proteins are impor-
tant negative cell cycle regulators and influence the for-
mation of cyclin/CDK complexes, which are essential for
cell cycle progression (el-Deiry et al. 1993; Prives 1003;

@ Springer

127

hyperdiploidic cells. The histograms are representative of three inde-
pendent experiments. The values represent the percentage of cells in
each phase

Xiong et al. 1993). MCF-T7 cell line showed increased p33
and pZIc'p] protein expression when cells were treated
with 5 and 20 uM of LQB-223 at 48 h, suggesting that the
compound can activate p33 expression in breast cancer
cells presenting its wild-type functional form. Since p53
protein is quickly degraded, its activation status is reversed
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Fig. 4 LQB-223 compound acts independently of p33 status. a
MCF-7 and b MDA-MB-231 cell lines were exposed to LQB-223
for 48 and 72 h. The levels of p21. p53 and p-actin (loading control)
were analyzed by Western blotting. UT Untreated cells, DMSO Dime-
thyl sulfoxide

at 72 h (Fig. 4a). In MDA-MB-231 cell line, which pre-
sents the mutant form of p33, there was no modulation in
p33 expression, not even in the levels of p21, its transcrip-
tional target (Fig. 4b). These data show that LQB-223 can
inhibit proliferation in breast cancer cells regardless of the
p33 status.

The antineoplastic activity of LQB-223 on breast
cancer cells also relies on its ability to induce apoptotic
cell death

After establishing that LQB-223 induces G2/M cell cycle
arrest and acts by p53 independent mechanisms, the next
step was to investigate if the compound could induce apop-
tosis in breast cancer cells. We observed that LQB-223
treatment induced an increase in the percentage of Annexin
V positivity in MCF-T and MDA-MB-231 cells (Fig. 5a,
b). To confirm this finding, we analyzed procaspases levels
and found that there was a decrease of procaspases - and -9
levels in MCF-7 (Fig. 5¢) and -3 and -7 in MDA-MB-231
cells (Fig. 5d) after 72 h of LQB-223 treatment. Our find-
ings suggest that LQB-223 induces its cytotoxic effects by
triggering apoptotic cell death.
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LQB-223 is effective toward P-glyeoprotein
overexpressing doxorubicin-resistant cells

To further analyze whether LQB-223 would be effective
against drug-resistant tumors, we studied its effects in
the MCF-7 Dox® cell line, a doxorubicin-resistant model
originally derived from MCF-7 cells (Millour et al. 2011).
These cells were originally resistant to DOX, but also
developed cross-resistance to DTX (Fig. 6a). Our results
showed that LQB-223 inhibited cell viability in a dose
and time-dependent manner (Fig. 6a and Online Resource
3 Table 4). Remarkably, the compound was more effec-
tive in suppressing cell viability in MCE-7 Dox® than in
its parental MCF-T cell line (Fig. 6b). Furthermore, LQB-
223 suppressed colony formation in MCF-7 Dox™ cells as
evaluated by the clonogenic assay, while this effect was
not observed following DOX and DTX treatment (Fig. 6c).
These results indicate that LQB-223 is a potent compound
toward drug-resistant breast cancer cells. It is important
to highlight that MCF-7 Dox® cells present high levels of
Pgp expression (Fig. 6d), a drug transporter well known
to be overexpressed in drug-resistant tumor cells and to be
closely linked to the development of the resistance pheno-

type (Kim et al. 2015; Trock et al. 1997).

Discussion

Breast cancer is the most frequent and one of the highest
mortality-related malignancies in women worldwide (www.
who.int/en). One of the causes of high mortality rates is the
resistance to chemotherapy shown by many patients (Holo-
han et al. 2013) and has been demonstrated in vitro since
the 00s by Chen et al. (1990). Different mechanisms are
involved in resistance to anthracyclines and taxanes. An
important common mechanism to both treatments is the
increased expression of Pgp, a drug efflux pump related
to cross-resistance (Chintamani et al. 2005; Trock et al.
1997). Beyond that, treatment with chemotherapeutics has
high toxicity for patients, therefore reducing their quality
of life (Panis et al. 2012; Smith et al. 2010).

In order to improve the efficacy of patients’ treatment
with more effective and less toxic drugs, it is of great rele-
vance to study the effect of new antineoplastic compounds.
In our laboratory, many compounds, such as LQB-118,
have been synthesized by Netto et al. (2010) and displayed
potent activity against leukemia (de Faria et al. 2015; de
Souza Reis et al. 2013; Maia et al. 2011; Nestal de Moraes
et al. 2014), and prostate cancer cells displaying a resistant
phenotype (Martino et al. 2014). However, when LQB-118
compound was tested in breast cancer cells, no viability
change was observed (data not shown). Despite this, other
pterocarpan-based compounds presented antineoplastic
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Fig. 6 LOQB-223 can sensitize doxorubicin-resistant cells and over-
come resistance. a MCF-7 Dox® cells were treated with the LOQB-
223 compound for 24, 48 and 72 h and changes in cell viability were
analyzed by the MTT assay. b MCF-7 Dox® and MCF-7 cells were
treated with LQB-223 compound for 72 h and changes in cell viabil-
ity were analyzed by MTT assay. ¢ MCF-T Dox® cells were treated
with LOB-223, DOX and DTX for 24 h, after which the drug was
removed. After colony formation, cells were stained with crystal

effects on leukemic cell lines, colon cancer, glioblastoma
and melanoma (Buarque et al. 2011). Recently, the LQB-
223 was designed by molecular hybridization from LQB-
118 (Buarque et al. 2013). This compound was synthesized
and demonstrated cytotoxicity regardless of the resistance
phenotype in leukemia cells (Buarque et al. 2014).

violet. Colonies were dissolved, and optical density was measured.
d MCF-7 Dox® and MCF-7 cells had Pgp (P-glycoprotein) expres-
sion analyzed by flow cytometry. The histograms are representative
of three independent experiments. UT Untreated cells, DM50 Dime-
thyl sulfoxide, DTX Docetaxel, DOX Doxorubicin. Statistical signif-
icance was analyzed by the Student’s ¢ test (*p < 0.05; *¥p < 0.01;
< (0.001)

Here, we observed that the LQB-223 compound reduced
cell viability and proliferation of neoplastic breast cell
lines with different resistance/sensitivity phenotypes. The
compound was also selective for tumor cell lines, as it did
not decrease cell viability in human breast non-neoplastic
cell line, HB4a. Moreover, in the clonogenic assay, DTX
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and DOX reduced cell proliferation more significantly
than LQB-223 in the HB4a cells. Buarque and colleagues
(Buarque et al. 2014) also demonstrated the selectivity of
LOQB-223 as it had cytotoxic effects to leukemia cells and
no toxicity to ex vivo cultured lymphocytes derived from
mice’s spleen.

The clonogenic assay results prompted us to analyze the
cell cycle profile and significant arrest in G2Z/M cell cycle
phase was observed when MCF-7 and MDA-MB-231 cells
were treated with LQB-223. MCF-7 cells have a doubling
time of 36 h, while MDA-MB-231 and MCF-7 Dox" cells
duplicate in 48 h. Comparing only MCF-7 and MDA-
MB-231 cells, we could suppose that LQB-223 cytotoxic
effects are more pronounced in MCE-T due to its shorter
duplication time (and thus, higher proliferative rates),
which would make them more susceptible to a cytotoxic
compound. However, our results demonstrated that LQB-
223 showed more cytotoxicity toward dox-resistant MCF-T
Dox® than MCF-7 and MDA-MB-231 cells, which sug-
gest that the effects of LQB-223 on breast cancer cells do
not depend only on their doubling time. In addition. we
extended our cell cycle experiments to 72 h, so that all
cell lines could be assessed for DNA content at least after
one round of duplication. In accordance with our results,
Buarque and colleagues (Buarque et al. 2014) observed
cell cycle arrest and hyperdiploidy induced by LQB-223
in leukemia cell lines. It is well known that cell cycle 1s
regulated by cyclin-CDK complexes (Sherr 1993; Wein-
berg 1995) and, specifically in the G2/M phase, modula-
tion of cyclin B/CDK1 complex plays a major role. In this
context, p21 binds to cyclin-CDK complexes (Xiong et al.
1993) and inhibits CDK kinase activity, playing an impor-
tant role in the regulation of cell cycle checkpoints, includ-
ing G2/M. p21 is regulated by p33 in response to DNA
damage (el-Deiry et al. 1993; Ho et al. 2015; Prives 1993;
Xiong et al. 1993). In this study, we observed the occur-
rence of cell cycle modulation in both cell lines, but p33
and p2l regulation after LQB-223 treatment was found
only in MCF-7 cells harboring wild-type p53. This could
be explained by the fact that MDA-MB-231 cells have
functional p73 expression, which may partially assume p33
functions in p53-unfunctional cells (Vayssade et al. 2005;
Wong et al. 2011). Overall, our results might suggest that
LQB-223 cytotoxic effects do not depend upon p53 status,
an observation guite important in the context of a disease
with a high frequency of TP53 gene mutations (Borresen-
Dale 2003).

As a consequence of cell cycle arrest at G2Z/M, other cel-
lular pathways can be activated, inducing apoptosis (Prives
1993; Zhou and Elledge 2000). Therefore, we demonstrated
that LQB-223 induces apoptosis by detecting annexin V
labeling and reduction in the procaspase-3, -7 and -9 levels.
LQB-223 induces cytotoxic effects, reduces cell viability
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and proliferation by mechanisms related to cell cycle arrest,
ending in apoptotic cell death of breast cancer cells. The
activation of apoptosis is a common mechanism among
the chemotherapeutics studied, DTX and DOX (Ling et al.
1993; Shalli et al. 2005). However, many patients present
chemotherapy resistance, which are eventually closely
linked to reduced apoptotic indexes. An important mecha-
nism involved in the resistance to DTX is alterations in
B-tubulin 1sotypes expression (Greenberger et al. 1987;
Shalli et al. 2003) and to DOX 1s topoisomerase 1 altera-
tions and p53 mutations (Chernov and Stark 1997; Knapp-
skog et al. 2015; Larsen and Skladanowski 1998). Because
it is not likely that the LQB-223 cytotoxic compound acts
the same way as DOX or DTX, it may represent a potential
activator of apoptosis independently of these mechanisms
of resistance.

Additionally. we observed viability and proliferation
reduction in the resistant cell line, MCF-7 Dox®, after
LQB-223 treatment, which was remarkably more effective
than DTX and DOX. Interestingly, the MCF-7 Dox® cell
line presents cross-resistance to DTX. a phenomenon com-
monly observed in patients who receive both drugs as treat-
ment (Riordan and Ling 1985), providing an interesting
model to study drug resistance. The cross-resistance and
the multidrug resistance (MDR) are related to increased
expression and activity of drug efflux pumps, most com-
monly Pgp (Chintamani et al. 2005; Gottesman et al. 2002;
Volk et al. 2000; Zgurskaya and Nikaido 2000} and has
been demonstrated in several cancer types (Liu et al. 2015;
Turk et al. 2009; Vasconcelos et al. 2011). Many strategies
have been developed to target Pgp, leading to drug accumu-
lation inside the cell (Kumler et al. 2015; Turk et al. 2009).
In breast cancer cells, the blockage of Pgp expression
conferred more susceptibility to drugs (Linn et al. 1997;
Yu et al. 1991). In order to understand cross-resistance in
MCF-7 Dox® cells, we measured the expression of Pgp
and demonstrated that these cells exhibited high levels of
the efflux pump. This result points out Pgp as an important
factor involved in cross-resistance, corroborating the high
cellular viability and proliferation observed when MCFE-7
DoxP cells were treated with DTX and DOX. Interestingly,
it was observed MCF-7 Dox® cells hypersensitivity to
LQB-223 which suggests collateral sensitivity. Tumor cells
expressing Pgp exhibits increased susceptibility to drug
compared to parental cell line (Szakacs et al. 2014).

Our findings indicate that LQB-223 compound inhibits
cell viability, promotes caspase-mediated apoptosis and
induces G2/M arrest in breast cancer cell lines derived
from different subtypes, irrespective of p33 status. Fur-
thermore, the compound leads to decreased viability and
proliferation in resistant breast cancer cell lines. This
study provides insights into the mechanisms by which
LQB-223 selectively targets cancer cells and points it as
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a promising compound against breast neoplastic cells,
particularly in tumors bearing the multidrug resistance

phenotype.
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